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Uber die Polysaccharide der Leprabazillen.") 
Von 


M. 8. Newman**) und R. J. Anderson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Yale Universitit, New Haven, U.S.A.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23, Juni 1933.) 





Wie wir in friiheren Verdéffentlichungen an dieser Stelle ge- 
zeigt haben, kénnen die rohen Polysaccharidfraktionen, die aus 
den Alkohol—Atherextrakten des Vogel-!) und Menschenbazillus?) 
gewonnen wurden, durch Acetylierung mit Essigsiureanhydrid in 
Pyridinlésung gereinigt werden, eine Methode, wie sie ahnlich auch 
von Gough’) angewandt worden ist. Die Polysaccharide, die nach 
der Verseifung der Acetylverbindungen erhalten wurden, erwiesen 
sich als frei von Phosphor und Stickstoff und enthielten nur 
geringe Mengen von Asche, Leider konnten jedoch weder die 
Acetylverbindungen, noch die freien Polysaccharide in krystalli- 
sierter Form erhalten werden. ‘Trotzdem haben wir diese 
Reinigungsmethode fiir die Gewinnung der Polysaccharide anderer 
Bakterien beibehalten, besonders deshalb, weil sie eine so leichte 
Beseitigung der phosphor- und stickstoffhaltigen Verbindungen 
erméglicht. 

In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung iiber die Poly- 
saccharide, die aus dem Alkohol—Atherextrakt feuchter, lebender 
Timothegrasbazillen gewonnen waren‘), haben Pangborn und 
Anderson gezeigt5), daB fast 40°/, der Acetylverbindungen aus 
dem krystallisierten Octaacetat der Trehalose bestehen. Da es 
als wahrscheinlich erschien, daB die Trehalose, die doch der 
charakteristische Zucker der Pilze ist, ein Bestandteil aller Bak- 
terien ist, so haben wir die Polysaccharidfraktionen, die von 
Uyei und Anderson‘) aus dem Leprabacillus isoliert worden 
waren, einer niheren Untersuchung unterzogen. Auch hier er- 





*) 36. Abhandlung iiber die Lipoide der Tuberkelbakterien. 
**) National Tuberculosis Association Research Fellow fiir das Jahr 1932 
bis 1933. 
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9 M.S. Newman und R. J. Anderson, 


hielten wir ein krystallisiertes Acetylderivat, das sich als Octa- 
acetyltrehalose erwies, und das nach der Verseifung die schénen, 
farblosen, rhombischen Krystalle der Trehalose gab, die sich in 
allen Kinzelheiten als identisch mit der kiuflichen Trehalose erwies, 

Da8 wir Trehalose in unseren friiheren Untersuchungen nicht 
vorgefunden haben, mag daran gelegen haben, daB uns nur ge- 
ringe Mengen von Ausgangsmaterial zur Verfiigung gestanden 
haben. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB beim Aufarbeiten 
gréBerer Mengen dieser Polysaccharide Trehalose selbst vor- 
gefunden wird. Sie ist jedoch nicht der einzige Zucker in den 
rohen Polysacchariden der Bakterien, die wir untersucht haben, 
Die Hauptmenge der Zucker besteht aus héheren Polysacchariden 
mit einem verhiltnismaBig hohen Anteil von Pentosen. Sie geben 
eine positive Prazipitinreaktion mit Immunserum. Die serologisch 
aktiven Verbindungen sind bisher noch nicht in krystallisierter 
Form erhalten worden. 


Versuchsteil. 


Acetylierung der Polysaccharide. Zur Acetylierung wurden 
28,5 g des rohen Polysaccharids in 500 ccm Pyridin suspendiert 
und mit 275 ccm KEssigsiiureanhydrid versetzt. Nachdem die 
Mischung unter gelegentlichem Schiitteln 2 Tage lang gestanden 
hatte, wurde die dunkelbraune Lésung im Vakuum bis auf die 
Halfte eingeengt und dann in 2 Liter Wasser gegossen. Das 
Acetylierungsprodukt wurde abfiltriert, in Aceton gelést, und die 
Lésung in 2 Liter Wasser gegossen. Der Niederschlag wurde 
alsdann abgesaugt und im Vakuum getrocknet. 32,5 g Acetat. 

Isolierung des Trehaloseoctaacetats. Das Rohprodukt, in 
absolutem Methylalkohol gelést und mit Noritkohle teilweise 
entfirbt, gab eine leicht gelbe Lisung, aus der durch die gleiche 
Menge absoluten Athylalkohols eine gummiartige Masse ausgefiillt 
(vgl. unten) wurde. 

Die klare, itiberstehende Fliissigkeit wurde eingeengt und in 
Wasser gegossen. Der abfiltrierte Niederschlag ergab nach dem 
Trocknen 17 g eines amorphen Produktes. Dieses wurde durch 
Auflisen in Methylalkohol und Fallen mit Athylalkohol gereinigt. 
Nachdem man diese Reinigung 15mal wiederholt hat, erhalt man 
ein halbfestes Material, das mit dem oben erwaihnten gummi- 
artigen Stoff vereinigt wurde. Die Mutterlaugen wurden vereinigt 
und zu einem diinnen Sirup eingeengt, der im Eisschrank auf- 
bewahrt wurde. Nach einigen T'agen wurde die Masse teilweise 
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Uber die Polysaccharide der Leprabazillen. 8 


krystallin. Die Mischung wurde dann mit kaltem Methylalkohol 
verrihrt, die Krystalle abfiltriert, in Methylalkohol gelést, mit 
Norit entfairbt und dreimal aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Die schneeweiBen Krystalle, 2,1 g, wurden bei 68—70° weich und 
schmolzen bei 80° zu einer klaren Fliissigkeit. Mit Trehalose- 
octaacetat vom Schmelzp. 80° gemischt, ergab die Substanz keine 
Schmelzpunktsdepression.*) 

Optisches Drehungsvermégen. 0,0840 g in 10 cem Chloroform ergaben 
eine Drehung von 1,36°% [a],=+162°% Trehaloseoctaacetat [«], = + 162° 

Acetylbestimmung. 0,1638 g Subst. verbrauchten 19,19 cem 0,1 n-HCl. 

CoeHs2019 Ber. CH,CO 50,7 Gef. CH,CO 50,4. 

Fiir diese Bestimmung wurde die Substanz in Methylalkohol gelést 
und zu der Lésung eine bekannte Menge Bariumhydroxydlésung gegeben. 


Nach 3stiindigem Kochen wurde die Mischung abgekiihlt und dann der 
Uberschu8 des Alkalis mit 0,1 n-HCl titriert. Ein Blindyersuch wurde 


daneben ausgefiihrt. 

Isolierung der Trehalose. 1,7 g des reinen Octaacetats und 
die Riickstiinde aus den Mutterlaugen der Umkrystallisierungen 
wurden 21/, Stunden mit Bariumhydroxyd in verdiinntem Alkohol 
gekocht. Darnach wurde der Alkohol abdestilliert und das Barium 
quantitativ mit Schwefelsiure entfernt. Es wurde so ein Material 
erhalten, das nach dem Umkrystallisieren aus 80°/,igem Alkohol 
0,82 g¢ farbloser, durchsichtiger, rhombischer Krystalle ergab. Die 
Substanz schmolz bei 96—97°, zeigte, mit Trehalosedihydrat 
gemischt, keine Schmelzpunktsdepression. Beim Trocknen zur 
Gewichtskonstanz verlor sie 9,79°/, an Gewicht, wihrend sich fiir 
den Krystallwassergehalt des Trehalosedihydrats 9,53°/, berechnet. 

Optisches Drehungsvermégen. 0,0836 g in 10 cem Wasser. o = 1,52°, 
(a],=182°. Daraus berechnet sich fiir den wasserfreien Zucker [e],=202°, 
was mit der Drehung der Trehalose itibereinstimmt. 

Isolierung der spezifischen Polysaccharide. Die zwei oben er- 
wihnten in Alkohol unléslichen Fraktionen wogen 10,3 g. Sie 
wurden zur Reinigung in Methylalkohol gelést und mit Athyl- 
alkohol gefallt, was 16mal wiederholt wurde, bis sich nach vier 
weiteren Fallungen das Drehungsvermégen nicht mehr inderte. 





*) Wir beobachteten, da8 Trehaloseoctaacetat, das durch Kochen von 
Trehalose mit Essigsiureanhydrid am Riickflu8 und nachfolgender Um- 
krystallisierung aus Methyl- oder Athylalkohol dargestellt worden war, bei 
80° und in einigen Fallen bei 82—85° schmolz. Nachdem das Acetat fiir 
einige Stunden im Vakuum zunichst bei 60° und dann bei 78° erhitzt 
worden war, konnte kein Gewichtsverlust festgestellt werden, der Schmelz- 
punkt der erhitzten Substanz jedoch war auf 98—99° gestiegen. 

1* 
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Die Enddrehung war = 142° (0,0994 g in 10 ccm CHCl, 
=-+1,41°,/=1dm.) Ungefahr 5,6 g wurden erhalten. 

Acetylbestimmung. 0,2022 g Subst. verbrauchten 20,53 cem 0,1 n-HCl. 

CH,CO 43,7. 

Es war uns nicht méglich die Substanz zur Krystallisation 
zu bringen. Sie wurde deshalb mit Bariumhydroxyd in ver- 
diinntem Alkohol 3 Stunden lang gekocht. Der Alkohol wurde 
abdestilliert und das Barium mit Schwefelsiiure entfernt. Die 
Lisung wurde im Exsiccator zu einem Sirup eingeengt. Der 
Sirup wurde wiederholt mit absolutem Alkohol verrihrt, bis ein 
Pulver erhalten wurde, das nach dem Filtrieren und Trocknen 
zur Gewichtskonstanz 2,8 g wog. Auch das freie Polysaccharid 
konnten wir nicht in krystallisierter Form erhalten. Lackmus 
gegeniiber verhielt es sich sauer, und mit Phlorogluzin und Salz- 
siure erhitzt, gab es die rote Farbenreaktion der Pentosen. Beim 
Erhitzen firbt sich die Substanz bei 195° braun und zersetzt sich, 
ohne zu schmelzen, bei 225° 

Drehungsvermégen. 0,0623g in 10cem Wasser, «= +0,973°, [a], = + 156° 

Im Tuberkuloseserumtest reagierte die Substanz bis zu einer Ver- 
diinnung von 1:10000. (Wir verdanken die Ausfiihrung dieses Ver- 
suches Prof. Dr. Heidelberger, Columbia Universitat, New York.) 


Zusammenfassung. 

Die rohen Polysaccharide, die aus dem Alkohol—Atherextrakt 
feuchter, lebender Leprabazillen isoliert wurden, enthalten min- 
destens zwei verschiedene Zucker. 

Nach der Acetylierung in Pyridinlésung war es méglich, die 
entstandenen Acetate in eine krystallisierte und eine amorphe 
Fraktion zu zerlegen. Der krystallisierende Anteil besteht aus 
Trehaloseoctaacetat, das nach der Verseifung die charakteristischen 
rhombischen Krystalle der Trehalose ergibt. 

Bei der Verseifung des amorphen Anteils wurde ein nicht 
krystallisierendes Polysaccharid erhalten, das die Pentosenfarben- 
reaktion gab und sich als serologisch aktiv erwies. 


Literatur. 
. H.du Mont u. R. J. Anderson, Diese Z. 211, 97 (1932). 
. 8. Ludewig u. R. J. Anderson, Diese Z. 211, 103 (1932). 
. G. A.C. Gough, Biochemie. J. 24, 248 (1932). 
. E. Chargaff, M.C. Pangborn u. R.J. Anderson, J. of biol Chem. 
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. M.C. Pangborn u. R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 101, 105 (1933). 
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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. VI. 


Eine Mikro-Ammoniakbestimmung.*) 
Von 
K. Linderstrgm-Lang und Heinz Holter. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1933.) 








Im Anschlu8 an eine Reihe friiherer Arbeiten?*** ) be- 
schreiben die Verfasser in der vorliegenden Abhandlung ein Ver- 
fahren zur Bestimmung kleiner Ammoniakmengen. Es ist wie die 
friheren im Hinblick auf mikro-enzymatische Untersuchungen aus- 
gearbeitet worden und auf die Bestimmung kleiner Mengen von 
Ammoniak in kleinen Fliissigkeitsvolumen beschriankt. Als Typus 
einer enzymatischen Reaktion, die mit diesem Verfahren studiert 
werden kann, sei die Hydrolyse des Harnstofis durch Urease ge- 
nannt. Diese Reaktion kann zwar aller Wahrscheinlichkeit nach 
recht zufriedenstellend auch mit Hilfe der zur Peptidasebestimmung 
angewendeten Acetontitration verfolgt werden!” *), da aber einige 
Vorversuche gezeigt hatten, daB durch Abdestillieren des bei der 
Hydrolyse des Harnstoffs gebildeten Ammoniaks eine bedeutend 
gréBere Genauigkeit — entsprechend etwa 10->mg N — zu er- 
zielen war, haben wir uns entschlossen, eine Mikro-Destillations- 
technik auszubilden, die auBer griéBerer Genauigkeit ein breiteres 
Anwendungsgebiet besitzt. So ist zu erwarten, daB sie sich bei 
der Untersuchung aller Desaminierungsvorgiinge, der Bestimmung 
von Harnstoff nach dem Ureaseverfahren u. dergl., brauchbar er- 
weisen wird. Dagegen sind Versuche, auf der Grundlage der weiter 
unten beschriebenen Anordnung eine brauchbare Mikro-Kjeldahl- 
bestimmung auszubilden, bis jetzt an technischen Schwierigkeiten 
gescheitert. Diese erscheinen jedoch keineswegs uniiberwindlich und 
die Verfasser setzen ihre Bemiihungen in dieser Richtung fort. 

Die Verfasser wiinschen Herrn Professor Dr. 8. P. L.Sgrensen 
herzlich zu danken fiir das groBe Interesse, mit dem er das Ent- 
stehen dieser Arbeit verfolgt hat. 











K. Linderstrem-Lang und Heinz Holter, 


Versuehsteil. 


Das Verfahren, das auf einer gelegentlich der friiher beschrie- 
benen Zuckerbestimmung 5) gemachten Beobachtung iiber die Ver- 
dampfung von Jod beruht, ist folgendes: 

Auf den Boden eines der friiher beschriebenen!) GefaBe (Linge 
25mm, innerer Durchmesser 3,8 mm, iuferer Durchmesser 6 mm) 
wird mit Hilfe einer Pipette [Type 11)] nach gutem Paraffinieren 
des GefiBes (vgl. dariiber spiiter) die Lésung gebracht, deren 
Ammoniakgehalt bestimmt werden soll. Ihr Volumen soll 14 cmm 
nicht iiberschreiten. Hierauf wird ein Riihrer’) eingesetzt, das Ge- | 
fiB wagrecht gehalten und mit Hilfe einer der friiher®) beschrie- — 
benen gréberen Handpipetten ein etwa 7cmm grofer Tropfen von 
2 n-Natronlauge etwa 5mm iiber den GefaBboden gesetzt (iiber 
die Ausfiihrung dieser Operation vgl. 8. 7). Sodann bringt main 
etwa 5 mm vom oberen GefiBrand einen 35cmm groBen Wasser- 
pfropfen aus kohlensiurefreiem Wasser [ygl. °) und 8. 7] an und 
richtet danach das GefiB lotrecht auf, wobei der Natrontropfen 
herabgleitet und sich mit der Fliissigkeit am Boden vereinigt. 
Der Wasserpfropfen verhindert hierbei Ammoniakverlust. Nun 
pipettiert man mit der Pipettentype 11) méglichst schnell 7 cmm 
einer passend konzentrierten Salzsiiure, welche Bromkresolpurpur 
enthalt, in den Wasserpfropfen ein, der bei der folgenden Destil- 
lation als Vorlage dient, und mischt zuletzt Natron und Ammoniak- 
lésung vollstiindig mit Hilfe des Riihrers und eines Magneten. 
Das Gefai8 ist nun zur Destillation bereit, wird mit einer Kappe 
(S. 7) verschlossen und halb in einen 40° warmen Thermostaten 
eingetaucht. Nach passendem Aufenthalt im Thermostaten, waihrend 
dessen das Ammoniak vom Bodentropfen in den Vorlagspfropfen 
iiberdestilliert, wird das GefaiB geéffnet, ein Riihrer in den Vorlags- 
pfropfen eingefiihrt, und die iiberschiissige Salzsiure mit Borat- 
lésung von passender Konzentration titriert (vgl. S. 8). Bei guter 
Paraffinierung der GefaBwiinde ist die Oberflaichenspannung ohne 
weiteres imstande, den Wasserpfropfen auch wihrend der Titration 
in seiner Lage zu halten. Der Endpunkt der Titration liegt bei 
Py 9,9. 


Bemerkungen. 


a) Das Reinigen und Paraffinieren der GefiBe. Die 
gebrauchten, paraffinierten Gefife werden durch folgende Ope- 
rationen gereinigt: 1. Kochen mit verdiinnter Siure, 2. und 3. 
Kochen mit Wasser, 4. und 5, Spiilen mit Aceton, 6. Kochen mit 
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Toluol, 7. Spiilen mit Toluol zur Entfernung der letzten Paraffin- 
reste. Darauf werden sie im Trockenschrank getrocknet und in 
100° warmes Paraffin vom Schmelzp.72° mit der Miindung nach 
oben eingelegt. Sodann werden sie einzeln herausgenommen, das 
fliissige Paraffin herausgeschleudert, und dann die GefiBe bis zum 
Erstarren der an der Wand haftenden Paraffinschicht langsam in 
der Hand gedreht. Man erhilt dabei mit einiger Ubung einen gleich- 
miBigen Paraffiniiberzug des ganzen GefiBinneren. Die Aufen- 
seite wird mit einem trockenen Tuch von Paraffinresten befreit. 

b) Das -Anbringen des Natrontropfens. Auf Fig. 1 sieht 
man die Anordnung beim Anbringen des Natrontropfens. Das 








Fig. 1. 


GefiB wird mit der linken Hand wagrecht gehalten und eine 
ziemlich knapp passende Glaskappe (A), die mit einem engen, 
genau zentrisch gelegenen Loch versehen ist, tiber die Miindung 
geschoben. Die an der Spitze leicht gebogene Handpipette wird 
unter zentrischer Fiihrung durch die Kappe vorsichtig eingeschoben 
und erst an der Stelle der GefiiBwand angesetzt, an der der Tropfen 
angebracht werden soll. Sodann wird durch Blasen in den Gummi- 
schlauch der Tropfen ausgepreBt und die Pipettenspitze durch 
einen kurzen vorsichtigen Ruck vom Tropfen (der mehr am Glase 
als an der glatten Paraffinoberfliche adhiriert und daher gerne 
der Pipette folgt) gelést. SchlieBlich wird die Pipette ebenso vor- 
sichtig aus dem GefiBe entfernt. Es ist sehr wichtig, ein Be- 
riihren der GefaiBwinde mit der Natronpipette in der oberen 
Halfte des GefaBes, wo der Vorlagspfropfen zu sitzen kommt, zu 
vermeiden. Das Anbringen von Fliissigkeitspfropfen ist friher®) 
beschrieben worden. Da das Wasser des Vorlagspfroptens soweit 
wie méglich kohlensiurefrei sein soll, wird hier ein Natronkalkrohr 
zwischen Mund und dem Schlauch der Handpipette eingeschaltet. 

c) Die Indicatorkonzentration der Vorlagssiiure. Die 
vorgelegte Saure, deren Stirke der zu bestimmenden Ammoniak- 
menge angepaBt wird, enthalt in 50 ccm 10 ccm einer Indicator- 
lésung, die durch Auflésen von 0,4g Bromkresolpurpur in | Liter 
Wasser und Titration dieser Lisung zu p,, 5,9 bereitet wird. 

d) VerschluB der GefaiBe wahrend der Destillation. 
Da das Aufsetzen einer geschlossenen Kappe der friiher be- 
schriebenen') Type es mit sich bringt, daB der Vorlagspfropfen 
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durch den Luftdruck verschoben wird. haben wir den Glasstah 


durch ein kapillar ausgezogenes Glasrohr ersetzt (Fig. 2). 
e) Die Titration. Fig. 3 zeigt die Titrationsanordnung 


~. 


F ist die Birette, gleicher Art wie die friher beschriebene*), aber 
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der Titrationsfliissigkeit gefiillt worden und wirkt als Heber) und 
etwa 10 ccm der als Titrationsalkali verwendeten Boratlésung 
(vgl. spater) durch die Birettenspitze abtropfen laBt. Diese Mab- 
regel ist natiirlich um so wichtiger, je verdiinnter die verwendete 
Boratlésung ist. Wir méchten darauf aufmerksam machen, daB 
wir zwar noch mit n/100-Boratlésung unter den angegebenen Um- 
stinden vollstindig verliBliche Titrationswerte erhalten haben (vgl. 
S. 11), daB uns dies jedoch unter den gleichen Verhiltnissen mit 
n/100-Natronlauge nicht méglich war, da die Starke der Lauge 
wihrend der Titrationen eines Tages 1—1!/,°/, zunahm, um nach 
anhaltendem Spiilen des Rohrsystems wieder zu fallen. 

Der Elektromagnet EF ist hier senkrecht iiber dem Titrations- 
tisch H angebracht und das TitrationsgefiB schrig gestellt, um 
die gréBtmégliche Riihrstrecke zu erzielen. Die Riihrer miissen 
vor dem Gebrauch jedesmal griindlich mit rauchender Salpeter- 
siiure, wie friiher®) angegeben, gereinigt werden, da die geringste 
Spur von Fett oder Paraffin auf deren Oberfliche bewirkt, daf 
sie sich hartnickig an die untere oder obere Grenzfliiche des 
Vorlagspfropfens anheften und daher schlecht riihren. A ist ein 
KontrollgefaB, das einen Pfropfen einer Vergleichslésung enthilt, 
die aus Phosphatpuffer von p,, 5,9 besteht und die gleiche Indi- 
catorkonzentration hat, wie die Versuchslésung. Uber dem Fliissig- 
keitspfropfen ist in die Miindung des KontrollgefaBes ein Wasser- 
pfropfen eingesetzt, der dazu dient, die Vergleichslésung am Ver- 
dampfen zu verhindern. Beide GefaéBe sind mit Hilfe von je 
3 Bronzestiften [vgl. 5)] auf einem Holzklotz K angebracht. 


Versuchsergebnisse. 


Die gré8Bten Ammoniakmengen, die sich vorteilhafterweise 
mit diesem Verfahren bestimmen lassen, sind 2 x 10—® Mol oder 
2,8 x 10-2 mg N. Fiir Mengen, die zwischen diesem Wert und 
0,2 x 10-® Mol liegen, verwenden wir 7 cmm 0,3 n-Salzsiure in 
der Vorlage und titrieren mit n/10-NaOH zuriick. Die Titrations- 
genauigkeit liegt hier unter der Ablesegenauigkeit der Biirette, 
etwa 0,02cmm n/10-NaOH oder 2x10~-*Mol NH,. Fir Mengen 
unter 0,2 x 10~-® Mol verwenden wir 0,03 n-Vorlagssiure und 
titrieren mit n/100-Natriumborat (Serensen). Die Titrations- 
genauigkeit ist hier etwa 0,04 cmm n/100-Borat, entsprechend 
0,4 x 10-® Mol NH,. Selbstverstiindlich kénnen andere Konzen- 
trationen der MaBfliissigkeiten gewahlt werden, je nach der Ammo- 
niakmenge der gegebenen Versuchsreihe. 
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Da die Bestimmung der kleinsten Ammoniakmengen natur. 
gemiB am schwierigsten ist, geben wir hier nur einige Kontroll- 
versuche im Bereiche von 0,0135 x 10~® bis 0,17 x 107® Mol 
Ammoniak wieder. Was die Bestimmung gréBerer Mengen betriiit, 
sei nur erwahnt, daB die auf Tab. 1 angegebene Destillations- 
dauer von 5 Stunden in diesem Fall sehr reichlich ist: 21/, Stunden 
geniigen vollstandig bei Mengen iiber 0,4 x 10~® Mol. Langere 
Destillationszeiten als 5 Stunden sind nicht anzuraten, da der 
alkalische Bodentropfen in einzelnen Fallen durch feine Spalten 
in der Paraffinschicht durchsickern und dann zwischen Paraffin 
und Glas hinaufkriechen kann. Dabei kann der Vorlagspfropfen 
mit NaOH aus dem Bodentropfen verunreinigt und die Bestimmung 
damit unbrauchbar gemacht werden. 


Ein Auswagen der Pipetten [Type 13], die zur Abmessung 
der zu untersuchenden Ammoniaklésungen beniitzt wurden, ist 
nicht besonders genau [vgl. 3)]. Wir haben daher die Einstellung 
der Titrations-Boratlésung in abhnlicher Weise vorgenommen, wie 
die Einstellung des Thiosulfats bei der friiher beschriebenen 
Zuckerbestimmungsmethode >). 


Mit einer etwa 7 cmm fassenden Pipette!) wurden genaue 
Proben von genau eingestellten 0,03 n- und 0,01 n-HCl-Lésungen 
mit dem friiher angegebenen Indicatorgehalt in méglichst kohlen- 
siurefreie Wasserpfropfen (85 cmm) einpipettiert. Diese Proben 
wurden mit n/100-Borat titriert, wobei die Volumina beider Reihen 
gleichgehalten wurden, indem man zu den Proben mit der mehr 
verdiinnten Saure 13,5cmm kohlensiurefreies Wasser setzte, sobald 
der Endpunkt der Titration fast erreicht worden war, und dann 
erst die Titration beendigte. Dieser Zusatz geschah mit einer der 


. 


in *) beschriebenen Biiretten. Hierbei wurde gefunden: 


Etwa 7 cmm 0,03 n-HCl entspr. 20,12; 20,14; Mittel: 20,13 emm n/100-Borat 
0.01 


QD. a eo 
ee ss O.020% b.ob4: ee 6,60 ca 





0,02. ,, - — — 13,50 


Dieses Verfahren hat den Vorteil, daB Fehlerquellen wie der 
Kohlensiuregehalt der Vorlage u. dergl. auf dieselbe Weise und im 
gleichen Ma8 eliminiert werden, wie bei der Ammoniakbestimmung. 
Gleichzeitig mit dieser wird nimlich immer eine Kontrolle an- 
gesetzt, die ebenso behandelt wird, wie die Bestimmung, statt der 
Ammoniakliésung aber Wasser im Bodentropfen enthalt. Waren 
grifere Ammoniakmengen vorhanden (gréfer als 0,05 x 107 Mol), 
wurde dem Vorlagspfropfen kohlens&urefreies Wasser zugesetzt, 
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in einer Menge, die der Differenz zwischen dem Boratverbrauch 
der Kontrolle und der Bestimmung entsprach (vgl. oben). Zu den 
Testversuchen wurden eine Reihe genau bekannter Ammoniak- 
lésungen verschiedener Konzentration hergestellt. Diese und die 
Vorlagssiure (0,03 n-HCl) wurden mit derselben Pipette ab- 
gemessen, die bei der Kinstellung verwendet worden war, wonach 
sich der den iiberdestillierten Ammoniakmengen entsprechende 
theoretische Boratverbrauch leicht aus dem bekannten Ammoniak- 
cehalt der Lésungen berechnen laBt. 


Tabelle 1. 


Zusammensetzung des Bodentropfens: etwa 7 cmm NH,Cl-Loésung der 
angegebenen Konzentration + etwa 7cmm 2n-NaOQH. Zusammensetzung 
des Vorlagspfropfens: etwa 35 cmm Wasser + etwa 7 cmm 0,03 n-HCl. 
Destillationsdauer 5 Stunden. 








NH,Cl- 





Konz. Gefundene Titrationswerte, a Differenz 
y 1tcel, j— 
Nor- emm n/100-Borat : | 
gef. | ber. 


malitit | 








0 20,04; 20,06; 20,08; 20,08; 20,06; 20,08 
20,04; 20,08; 20,06; 20,00; 20,04; 20,08] 20,06 
0,002 | 18,78; 18,66; 18,66; 18,78; 18,68; 18,68] 18,71 1,35 | 1,35 


0,005 | 16,66; 16,66; 16,74; 16,68; 16,66 16,68 | 3,38 | 3,38 
0,010 | 13,22; 18,22; 13,24; 13,28 13,24 | 6,82 | 6,75 
0,015 | 9,86; 9,92; 9,94 9,91 | 10,15 10,13 
0,020 | (6,38)*); 6,54; 6,56 6,55 | 13,51 | 13,50 
0,025 | 3,16; 3,08; 3,12 8,12 | 16,94 | 16,88 











1 cmm n/100-Borat ~ 10—-* Mol NH, ~ 14 x 107° mg N. 


*) Dieser niedrige Wert riihrt vermutlich davon her, da8 die Pipette, mit der 
die 2n-Lauge ins GefaB eingefiihrt wurde, dessen Wand gestreift hat. 


Tabelle 2. 


Destillationsdauer 5 Stunden. 
Zusammensetzung des Vorlagspfropfens: 35 cmm Wasser 
+ etwa 7cmm 0,03 n-HCl. 














Ammoniakmenge cmm 

Zusammensetzung des Bodentropfens ; n/100-Borat 

| 001n- |g w 0,05 n- gefunden 
Wasser An(Cl 2 n-NaOH Harnstoff | (Mittel aus berechnet 

emm | emm cmm cmm 3 Best.) 

0 7 1 0 6,82 6,75 

7 7 1 0 6,81 6,75 

21 7 1 0 6,54 6,75 

0 1 7 7 6,81 6,75 
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Tab. 1 zeigt das Ergebnis eines solchen Testversuches. Wie 
man sieht, liegt die Genauigkeit etwa bei 0,1 cmm n/100-Borat 
(gréBte Abweichung zwischen individuellen Bestimmungen), ent- 
sprechend 10—~*Mol NH, oder 1,4 x 10~°mg N. Der dem Mittel- 
wert anhaftende Fehler ist bedeutend geringer. Tab.2 zeigt eine 
kurze, aber typische Versuchsreihe iiber den EKinfluB, den das 
Volumen des Bodentropfens auf die Vollstindigkeit der Destillation 
hat. Weiterhin zeigt die Tabelle, daf ein Zusatz von Harnstoff 
zum Bodentropfen die Bestimmung nicht beeinfluBt. 
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Die hormonale Regulation des Purinstoffwechsels. 
Von 
0. Fléssner, F. Kutscher und W. Wittneben. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Berlin und der Physiologisch-chemischen Abteilung 
des Physiologischen Instituts Marburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1933.) 


Bereits seit langer Zeit sind bei hypothyreotischen wie athy- 
reotischen Zustiinden beim Menschen Stoffwechselveriinderungen 
bekannt, die sich vor allem in einer Verlangsamung des Stofi- 
wechsels, namentlich des EiweiB-, Wasser- und Salzumsatzes 
iuBern.') Da die Sauerstoffaufnahme hierbei bei weitem nicht 
so stark sinkt wie die Kohlensiure- und Stickstoffausscheidung, 
kann der respiratorische Quotient ungewéhnliche Werte erreichen; 
das liBt an eine qualitative Anderung des Stoffwechsels in solchen 
pathologischen Fallen denken.?) Von Schittenhelm und Hisler*) 
wurden bei Myxédem eine verringerte Harnstoffbildung, eine Ver- 
iinderung des Mineralstoffwechsels, vor allem des Schwefelstofi- 
wechsels, ferner Stérungen der Hippursiuresynthese festgestellt. 

Wenngleich die Beobachtung bei der Behandlung dieser Er- 
krankungen mit wirksamen Schilddriisenpriiparaten, insbesondere 
neuerdings mit Thyroxin, eine Riickkehr zu den normalen Stoff- 
wechselverhiltnissen zeigte, so ist doch eine Feststellung und 
Klirung des intermediiren Stoffwechsels dabei nicht erfolgt. Ge- 
nauere Untersuchungen haben hier nun einen besonderen Wert, 
da sie bei klarer Kenntnis der Stérung des Stoffwechsels uns 
ein Bild vom Wirkungsmechanismus der Schilddriisenhormone zu 
geben vermégen. 

Unser Plan ging nun dahin, durch ausfiihrliche Harnunter- 
suchungen den qualitativen Ablauf des gestérten Stoffwechsels 
bei den hypothyreotischen Zustiinden genauer zu bestimmen und 
entsprechende Untersuchungen nach lingerer Hormonbehandlung 
nochmals durchzufiihren. Auf diese Weise hofften wir durch 
sicheren Vergleich die Stoffwechselstérungen infolge des Fehlens 
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des Thyreoidea-hormons erkennen zu kénnen, andererseits aber 
auch die hormonale Regulierung des Stofiwechsels in den einzelnen 
Stoffwechselvorgingen nachzuweisen. 


Klinischer Befund und Zustand der Patienten wurden monatelang 
vorher eingehend von dem einen von uns (W.) aufgenommen und laufend 
kontrolliert. Eine weitere Sicherung erfolgte durch kapillarmikroskopische 
Untersuchungen jedes einzelnen Falles. In zahlreichen Arbeiten ist die 
groBe Bedeutung dieses Symptoms fiir Diagnose, Prognose und Therapie 
festgestellt worden. Da sich die Patienten simtlich in klinischer stationiirer 
Behandlung befanden, war solche genaue Kontrolle méglich und auch die 
weitere Durchfiihrung gesichert. Von den 18 Patienten wurden 100 Liter 
Harn gesammelt und aufgearbeitet. Kleinere Mengen Harn, wie sie von 
anderen Untersuchern angewandt worden sind, kénnen keinen geniigenden 
Aufschlu8 geben, nur die Untersuchung groBer Harnmengen fiihrt zu aus- 
sichtsreichen Ergebnissen. 

Jeder Patient wurde nun lingere Zeit mit Thyroxin behandelt. Unsere 
klinischen Versuche wurden mit Thyroxin Roche angestellt. Die Ergeb- 
nisse sind hierbei um so eindeutiger, als der Angriffspunkt des Thyroxins 
mit Sicherheit in der Peripherie, in der Zelle selbst liegt.*) Nach neuerer 
Untersuchung ist auch eine indirekte Wirkung auf die Zelle iiber das 
Zentralnervensystem*) méglich. Der Erfolg dieser Therapie wurde bestitigt 
durch die wesentliche klinische Besserung des kérperlichen und psychischen 
Befundes, die Anderung des capillarmikroskopischen Bildes zum normalen. 
Dieser Zustand war in 3—4 Monaten in allen Fiillen erreicht, sogenannte 
frustrane Fille wurden nicht beobachtet. 

Jetzt wurde zur zweiten Untersuchung des Stoffwechsels geschritten, 
um festzustellen, ob den sinnfalligen Anderungen des kérperlichen und 
psychischen Zustandes auch eine gemiBe Verinderung des Stoffwechsels 
entspriche. Es wurden von denselben Patienten wieder 100 Liter Harn 
gesammelt und gleichlaufend mit der ersten Sammelmenge aufgearbeitet. 

Der Urin wurde sorgfiltig gesammelt und zunichst bei kongosaurer 
Reaktion aufgehoben. Da es sich z. T. um debile Kranke handelte, muBte 
dem Sammeln des Urins besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden. Bei 
der Unreinlichkeit dieser Patienten ist das einwandfreie Sammeln von 
100 Liter Harn nicht einfach. 

Durch das véllig gleiche Aufarbeiten der beiden Harnmengen konnten 
die Resultate einen guten Vergleich liefern, welche der Stoftwechsel- 
anomalien, die urspriinglich infolge der Schilddriisenerkrankung bestanden, 
unter dem Einflu8 des Thyroxins sich geindert hatten. Da die Patienten 
in der ganzen Zeit der Versuchsdauer die iibliche gemischte Anstaltskost 
erhielten, konnte von hier aus in unsere Ergebnisse kein Unsicherheits- 
faktor hineingetragen werden; denn die Thyroxinwirkung ist yon der Kost 
weitgehend abhiingig*); zudem war in der zweiten Menge stets eine ein- 
wandfreie Kontrolle gegeben. 

Infolge des gleichen Aufarbeitens ist an dieser Stelle daher nur er- 
forderlich, den Gang der ersten Untersuchung aufzuzeichnen, bei verschie- 
denem chemischem Vorgehen in der zweiten Urinuntersuchung wird darauf 
hingewiesen werden. Nach Filtration wurden die zwei Sammelurine, die beide 
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eiweibfrei waren, in schwefelsaurer Lésung mit Phosphorwolframsiure ge- 
fallt, Auch das Phosphorwolframsiurefiltrat wurde genau aufgearbeitet, 
iiber diese Untersuchung wird spiiter berichtet werden. 

Aus der 1. Phosphorwolframsiurefillung wurde in gewéhnlicher Weise 
Purin-, Histidin-, Arginin-, Lysinfraktion gewonnen. 

Die Purinbasenfraktion wurde nach den Angaben von Steudel”) auf- 
gearbeitet. Die Silbernitratsalze wurden in die Silbersalze iibergefiihrt und 
aus diesen die Chloride dargestellt. Bei der Trennung der Chloride konnte 
zunichst die Anwesenheit von Guanin ausgeschlossen werden. Aus den 
ammoniakalischen Filtraten der Guaninfraktion wurde nach Entfernung des 
NH, Adenin mit Na-Pikrat ausgefillt. In der 1. Urinmenge wurde ein sehr 
betriichtlicher Niederschlag gewonnen, der sofort nach dem Absaugen noch- 
mals gelést und mit Tierkohle behandelt wurde. Beim vorsichtigen Ein- 
engen fielen die typischen langen, gliinzenden Nadeln von Adeninpikrat 
aus; in den drei erhaltenen Fraktionen, die insgesamt 6,1 g wogen (5,6 g, 
0,4 g und 0,1 g), lagen die Schmelzpunkte bei 281°, 281° und 280,5° C. Ge- 
fordert ist fiir Adeninpikrat 281° C. 

Aus einem aliquoten Teil der Gesamtmenge wurde die Pikrinséiure 
entfernt und nach Entfirbung mit Tierkohle das Adeningoldchlorid her- 
gestellt. Nach mehrfacher Behandlung mit konzentrierter Salzsiure wurde 
so das irregulire Aurat erhalten von typisch roter, durchscheinender 
Farbe. Der Schmelzpunkt lag bei 216,5 und 217°. Der Goldgehalt betrug 
37,58°/, Au. Die geforderten Werte fiir das irregulire Adeninaurat C,H;N,- 
(HCl),-AuCl, + H,O sind 216/217° und 37,23°/, Au. 

Das ammoniakalisch gemachte Filtrat des Adeninpikrates wurde mit 
ammoniakalischer Silberlésung ausgefallt, aus den HNO,-frei gewaschenen 
Silbersalzen wurden die Chloride gewonnen und diese wieder mit Wasser 
bei 40° digeriert. . 

Der hierbei unlésliche Teil wurde nochmals mit ammoniakalischer 
Silberlésung gefiillt. Der Niederschlag, der 0,952 g wog, bestand aus Xanthin- 
silberoxyd. Bei der Metallanalyse wurde ein Ag-Gehalt von 56,37°/, Ag 
gefunden; berechnet sind fiir C;,H,N,O,-Ag,O 56,21°/, Ag. 

Der in Wasser bei 40° lésliche Teil wurde mit Pikrinsiiure gefiillt, 
es entstand eine miBige Fillung. Das zugehérige Filtrat gab mit ammoniaka- 
lischer Silberlésung iiberhaupt keinen Niederschlag mehr und wurde des- 
halb verworfen. Das Pikrat wog nach dem Trocknen 0,125 g. Nach sorg- 
samem Umkrystallisieren zeigt es sich, da8 es sich um Hypoxanthinpikrat 
C;H,N,O-C,H, (NO,),-OH + H,O handelte. 

Der Krystallwassergehalt betrug 4,7°/,, gegeniiber dem berechneten 
von 4,76°/, Krystallwasser. Ein Schmelzpunkt des wasserfreien Pikrats 
wurde nicht gefunden, oberhalb von 200° trat nur Dunkelfirbung auf. 
Auch diese Eigenschaften sind typisch fiir das Hypoxanthinpikrat. 

Die Aufarbeitung der Purinbasenfraktion von UII, dem Sammelurin nach 
Behandlung mit Thyroxin, ergab ein wesentlich anderes Bild. Guanin fehlte 
gleichfalls. Dagegen wurden nur 0,6 g Adeninpikrat gewonnen, in 4 Frak- 
tionen zu 0,3, 0,1, 0,15 und 0,05 g. Die Schmelzpunkte lagen bei 281, 281 
und 280,5°C. Auch hier wurde zur weiteren Sicherung aus einem aliquoten 
Teil das Aurat dargestellt, das bei 216,5°C schmolz und einen Goldwert 
von 37,4°/, Au aufwies, also tatsiichlich irregulires Adeninaurat war. 
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Xanthin wurde als Xanthinsilbernitrat, C,H,N,O,-AgNO,, zu 1,5 ¢ 
isoliert; die Metallanalyse zeigte einen Gehalt von 33,26°/, Ag an (berechnet 
33,58 °/,). Won Hypoxanthin konnte als Pikrat 0,2 g erhalten werden. Der 
Krystallwassergehalt betrug 5,1°/, (ber. 4,7°/,). Es lieferte keinen typischen 
Schmelzpunkt, sondern zeigte nur von 200° an Verfarbung. 

Von dem Ergebnis der anderen Fraktionen ist zu erwahnen, dal jy 
beiden Sammelurinmengen Arginin weder als Kupfersalz, noch als Flavianat 
oder Pikrolonat nachgewiesen werden konnte. 

In der Lysinfraktion wurde zunichst ein groBer Teil KC! bei beiden 
Urinmengen abgeschieden. Nach der Fallung mit alkoholischer Pikrinsiure 
wurde aus dem Niederschlag das Fallungsmittel wieder entfernt und nach 
Behandlung mit Ather, Barythydrat, Kohlenséure und Reinigung mit Tier. 
kohle die Chloride hergestellt. Mit Goldchlorid wurde so in UI eine Fillung 
von 1,3 g erzielt. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren wurden konstante 
Analysenwerte erzielt. Die rotgelben, klaren Krystalle schmolzen bei 155°, 
nachdem sie bei 120° gesintert waren und zeigten einen Goldgehalt von 
42.61 und 42,4°, Au. Es handelte sich also um das Vorliegen von d-Lysin- 
aurat. 

In UI konnte dieses Salz auch nicht in Spuren ermittelt werden. 

Die genaue Untersuchung des Harns unbehandelter hypo- 
thyreotischer Patienten hat demnach folgendes Bild ergeben: der 
Urin enthielt von Purinbasen Adenin, Xanthin, Hypoxanthin, aber 
nicht im normalen Verhaltnis, d. bh. Xanthin in gréBter Menge, 
etwas weniger Hypoxanthin und schlieBlich in geringster Menge 
Adenin, sondern weitaus am meisten Adenin. Das 6-Aminopurin 
war gegeniiber der Norm um das 64fache vermehrt, wiahrend 
Xanthin nur wenig vermebhrt war, Hypoxanthin jedoch um die 
Halfte vermindert war (vgl. Tabelle). 


Verteilung der Purinbasen im Harn 
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il “= 12.44 12,33 

Hypoxanthin . 8.5 — 4,44 7,10 

Adenin 3,54 247 226,3 22,26 
Gesamtmenge der 

Purinbasen . . 22,15 247 243,18 41,69 


Wir halten diesen Befund fiir auBerst wichtig. Es ist in der 
letzten Zeit iiblich geworden, viel von der Gesamt-Purinbasen- 
fraktion zu sprechen. Diese Fraktion darf aber bei genauen 
Stoffwechseluntersuchungen nicht ohne weiteres als eine Einbeit 
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genommen werden, denn gerade durch eine weitgehende Differen- 
zierung ist es mdglich, hier noch Stoffwechselstérungen fest- 
zustellen. Schon einmal haben wir eine ihnliche Stérung des 
Purinbasengehaltes im Harn ermittelt.§) In ausfiihrlichen Unter- 
suchungen am Harn der Marburger Olympia-Kimpfer wurde 
damals von uns ein weitgehender EinfluB von Muskeltitigkeit auf 
den Purinstoffwechsel festgestellt; wir wiesen nach, daB die Zu- 
nahme der Purinbasenausscheidung nach Sportausiibung aus- 
schlieBlich das 6-Aminopurin, das Adenin, betrifit. Aber obgleich 
mehrere gréBere Zusammenfassungen iiber dieses Gebiet in der 
letzten Zeit erschienen sind, hat man es nicht fiir nétig gehalten, 
auf die Arbeiten hinzuweisen oder gar einzugehen. Wir kénnen 
nicht glauben, daB der Grund hierzu darin liegt, daB unsere 
Ergebnisse nicht zu einigen Theorien passen. Jedenfalls ist unsere 
erste Verdffentlichung hieriiber bereits 1926 herausgekommen, 
also zu einer Zeit, bevor auch die Adenylsiure an Interesse ge- 
wann. Unsere damaligen Befunde von der so starken Zunahme 
der Adeninausscheidung im Harn nach korperlicher Arbeit liefern 
iiberhaupt erst die sichere Grundlage dafiir, daB tatsiichlich bei 
Muskeltitigkeit eine Zerlegung von adeninhaltigen Substanzen, wie 
z. B. der Adenylsiure, stattfindet. 


Wir fanden weiterhin noch in dem Harn der unbehandelten 
hypothyreotischen Patienten Lysin und zwar in der d-Form. 


Was sagen uns nun unsere Befunde iiber den intermediiren 
Stoffwechsel ? 


Die starke Vermehrung der Purinbasen, die vor allem das 
Adenin betrifft, in Verbindung mit dem Auftreten von d-Lysin 
zeigen eindeutig, daB eine verminderte Oxydationsfihigkeit des 
Organismus vorliegt, die einen quantitativ und qualitativ ver- 
inderten Stoffwechsel zur Folge hat. Normalerweise werden die 
Purinbasen zum gréBeren Teil in Harnsiure umgewandelt und 
als solche ausgeschieden. Auch das Auftreten von Lysin wird 
sicher in unserem Fall durch die herabgesetzte Oxydationskraft 
bedingt. Ackermann und Kutscher und spiiter Hoppe-Seyler 
konnten diese Aminosiiure aus dem Harn von Cystinurikernisolieren °); 
sie fanden sie auch in zahlreichen Muskelextrakten von Kalt- 
bliitern, bei denen gleichfalls der reduzierte Grundumsatz bekannt 
ist.1°) Bei Phosphorvergiftung verarmt in der Leber das Hiweib 
an Lysin, und bei gelber Leberatrophie wurde die Diaminosiiure 
im Blut vermehrt nachgewiesen.!') Von japanischen Autoren wurde 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXX, 2 
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Lysin vermehrt im Diazoharn bei Typhus abdominalis und beson- 
ders bei Phthisis gefunden.’*) 

Gewodhnlich wird das nicht zur EiweiBsynthese im Koérper 
bendtigte mobilisierte Lysin vollstiandig im Organismus des Siuge- 
tiers verbrannt. Erst wenn die Oxydationskraft vermindert ist, 
wie es bei Hypothyreosen, Athyreosen, bei der Phosphorvergiftung 
und der akuten gelben Leberatrophie der Fall ist, kommt es zu 
einer Lysinurie. 

Was trat nun unter dem EinfiuB der langdauernden Thyro- 
xintherapie im Stoffwechsel ein? Der klinischen Besserung ent- 
sprach hier gleichfalls eine wesentliche Abnahme der pathologischen 
chemischen Vorgange. Der Purinstoffwechsel naherte sich wieder 
der Norm. An Stelle einer Gesamtpurinbasenausscheidung von 
243,18 g auf 10000 Liter Harn berechnet wurden jetzt nur noch 
41,7 g ausgeschieden; die Zahlen von Kriiger-Salomon lauten 
22,15 g, jedoch legen wir diesen mehr eine relative Bedeutung 
bei, infolge der verbesserten Methodik werden wohl héhere Werte 
erhalten. Deshalb ziehen wir auch zum genauen Vergleich unsere 
eigenen friiheren Werte heran. Danach geht die Adeninausscheidung 
auf den 10. Teil herunter, die Xanthinausscheidung bleibt gleich, 
die Hypoxanthinausscheidung steigt um 60°), (vgl. Tabelle). Nach 
der starken Abnahme der Adeninausscheidung ist die Menge des 
Hypoxanthins, die zudem noch unter dem von Kriiger-Salomon 
angegebenen Wert liegt, nicht wesentlich verindert, jedenfalls nicht 
derart vermehrt, wie es der Verminderung der Adeninausscheidung 
entsprechend nach einigen Theorien anzunehmen wire. 

Im Harn von Sportlern wurden 247 g Adenin (auf 10000 Liter 
berechnet) nachgewiesen, es ist interessant, daB die Gesamtpurin- 
basen bei unbehandelten Hypothyreotischen ungefahr die gleichen 
Werte ergeben, 243,18 g gegeniiber 247 g. 

Die Lysinurie verschwindet mit der Behandlung, das Lysin 
wird nun wieder vollig abgebaut. Auch in diesem Falle arbeitet 
der Organismus nach der Hormontherapie rationeller; die Oxyda- 
tionskraft steigt wieder, so daB die bisherigen groBen Verluste 
vermieden werden. Wollen wir noch ein Urteil abgeben iber die 
tatsiichliche Wirkung des Thyroxins, so scheint beim Fehlen des 
Hormons das herabgesetzte Oxydationsvermégen zwar vorzuherr- 
schen. Es trifft dies aber nicht wahllos alle chemischen Stoff- 
wechselreaktionen, sondern einige labilere, empfindlichere werden 
besonders veriindert. So wird vor allem die Menge der im Harn 
ausgeschiedenen Purinbasen, die bei darniederliegender Schild- 
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driisenfunktion betriichtlich erhéht war, wieder annihernd zur 
Norm zurickgebracht, wobei nach unseren Untersuchungen beson- 
ders die Adeninausscheidung reduziert wird. Auf Grund dieser 
Ergebnisse miissen wir eine spezifische Wirkung des Thyroxins 
auf den Purinstoffwechsel, insbesondere auf die Adeninausscheidung, 
annehmen. 


Zusammenfassung. 


Bei athyreotischen und hypothyreotischen Zustinden des 
Menschen tritt eine Stérung des Purinstoffwechsels ein. Die 
Purinbasenfraktion im Harn steigt auf das Mehrfache an. Die 
Vermehrung betrifft aber in erster Linie nur das Adenin, von dem 
die 64fache Menge gegeniiber der Norm ausgeschieden wird. Wird 
Thyroxin den Patienten bis zur deutlichen klinischen Besserung 
verabfolgt, so andert sich damit auch der Purinstoffwechsel. Der 
Purinbasengehalt des Urins, vor allem das Adenin, erreicht wieder 
fast véllig die normalen Werte. Das Ergebnis zeigt den engen 
Zusammenhang zwischen Schilddriisenhormon und Purinstoffwechsel. 
d-Lysin, das vor der Thyroxinbehandlung im Urin nachgewiesen war, 
verschwindet mit der klinischen Behandlung véllig aus dem Harn. 
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Uber die Autoxydation von Aminosdurederivaten 
und ihr Abbau durch Ozon. II.’) 


Von 


Franz Bergel und Kar! Bolz. 


(Aus dem Chemischen Universitaéts-Laboratorium Freiburg i. B.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1933.) 








A. Uber die Autoxydation der ~-N-Dimethylamino-isobuttersaure. 


In unserer letzten Veréffentlichung haben wir fiir den Re- 
aktionsverlauf der Autoxydation von tertiiren Aminosiuren einen 
anderen Oxydationsmechanismus diskutiert, als er fiir den oxy- 
dativen Abbau von natiirlichen w-Aminosiuren durch den De- 
hydrierungsvorgang gegeben war. Nach unserer Meinung muBten 
die synthetischen Dialkylaminosiiuren vom Typus (I) iiber eine 
Peroxydstufe ihren Zerfall zu sekundiren Aminen, Kohlensiure 
und Aldehyd erleiden. Besonders sprach dafir ihre Eigenschaft, 
durch Himin katalytisch autoxydiert zu werden. Es diirfte be- 
kannt sein*), daB @-Amino-isobuttersiiure (IJ) unter den gleichen 
Bedingungen (an Tierkohle im Modellversuch), unter denen die 
natiirlichen Aminosiuren oxydatiy abgebaut werden, sich voll- 
stindig resistent verhilt; diese T'atsache wurde von H. Wieland 
als schéner Beweis seiner Auffassung fiir die Dehydrierungstheorie 
angefiihrt. 


I Il ul 
CH CH 
R-CH-COOH “Sc. COOH “Sc. COOH 
) CH,~ | rina CH,~ | 
NR, NH, N(CH;,), 


Ware ein grundlegender Unterschied zu den dialkylierten 
Derivaten gegeben, so muBte er sich unzweifelhaft an der Un- 
bestindigkeit der @-N-Dimethylamino-isobuttersiure zeigen (IIJ). 

Nach der Synthese dieser Substanz aus e-Brom-isobutter- 
Siure und wasserfreiem Dimethylamin ergab sie im Autoxydations- 
versuch an Tierkohle unter Bedingungen, unter denen auch wir 
eine vollstiindige Resistenz der e-Amino-isobuttersiure konstatieren 
konnten, einen bereits bei Zimmertemperatur 100°/,igen Zerfall 


) Diese Z. 215, 25 (1933). 
*) Vgl. E. Negelein, Biochem. Z. 142, 493 (1923) und H. Wieland, 
Liebigs Ann. 439, 203 (1924). 
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in Kohlensiure, Dimethylamin und Aceton. Die quantitative Be- 
stimmung der 3 Substanzen ergab rund ein molekulares Verhaltnis 
(vgl. Tab. 1).*) Dieses Ergebnis beweist einwandfrei, daB der Aut- 
oxydationsmechanismus der Dialkylaminosiiuren bestimmt nicht 
dem einer Dehydrierung entspricht, da dafiir jedweder Wasserstoft 
fehlt (selbst der der Aminogruppe; Langenbeck’) nimmt ja zur 
Erklirung der Dehydrierbarkeit der a-Amino-isobuttersiure durch 
Chinon an, da sie an der —NH,-Gruppe einsetzt). Obwohl Ver- 
suche in der Art nach Gaffron‘) zur photochemischen Bildung 
von Peroxyden der Dimethylamino-isobuttersiure durch Sensi- 
bilisierung mit Athyl-chlorophyllid nur ganz schwache positive 
Reaktion ergaben, sind wir nach wie vor der Meinung, daf die 
Dialkylaminosiuren in ihrer ungesattigten Art molekularen Sauer- 
stoff addieren und dieses Produkt mit seinem 5-wertigen Stickstoff, 
nun labil geworden, in die festgestellten Endprodukte zerfallt und 
sich nicht in Aminoxydsaure verwandelt, wie es durch Wasserstoff- 
superoxyd zu erreichen ist. 

Darstellung der N-Dimethylamino-isobuttersiure. Nachdem ihre 
Darstellung nach Strecker und durch Einwirkung yon wi8rigem Dimethy]- 
amin auf a-Brom-isobuttersiure fehlschlug (in letzterem Falle wurde fast 
quantitativ a-Oxy-isobuttersdure erhalten), gelang sie schlieBlich mittels wasser- 
freien Dimethylamins. 20 g «-Brom-isobuttersiiure wurden in 4 Bombenréhren 
gleichméBig verteilt, unter Kiihlung mit 24 ccm (mindestens 3 Mol) wasser- 
freiem Dimethylamin versetzt und in der Wasserbadkanone 6 Stunden auf 
100° erhitzt. Das Reaktionsprodukt, ein ziihes Ol, wurde mit Wasser ver- 
diinnt und das iiberschiissige Amin durch 1 stiindiges Kochen mit Atzbaryt 
entfernt. Mittels Schwefelsiure wurde das Barium genau gefillt und das 
Hydrat mit frisch gefalltem Silberoxyd von Bromwasserstoff befreit. Das 
in Lésung gegangene Silber wurde schlieBlich in der Siedehitze mit Schwefel- 
wasserstoff gefillt, wobei sich ein Zusatz von Kieselgur als zweckmiBig er- 
wies. Durch Eindampfen auf dem Wasserbade wurden 10 g Rohprodukt 
und durch 2 maliges Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol 2 g analysen- 
reine Siure gewonnen. Sie zeigte keinen Schmelzpunkt, lieB sich aber im 
Hochvakuum unter geringer Zersetzung sublimieren; sie ist in Wasser sehr 
leicht léslich, in Ather unldslich. 


3,371 mg Subst.: 6,78 mg CO,, 2,97 mg H,O. — 3,968 mg Subst.: 
0,368 cem N (746 mm, 21%. 
C;H,,0,N Ber. C 54,92 H 10,00 N 10,68 
Gef. ,, 54,85 ,, 9,86  ,, 10,57. 





5) Ber. chem. Ges. 61, 943 (1928); vgl. Biochem. Z. 188, 205 (1927). 

*) Ber. chem. Ges. 60, II, 2229 (1927). 

*) Die Dimethylamino-isobuttersiure zeigt bei Messungen in der Warburg- 
Barecroftapparatur, als einzige Aminosiure, die keine weiter autoxydablen 
Endprodukte bei Zimmertemperatur liefert, eine Sauerstoffaufnahme von 
rund Q,/2 pro Molekiil. 
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Die Autoxydationsversuche wurden in einer etwa 600 ccm fassenden 
mit Sauerstoff gefiillten Birne bei Zimmertemperatur durchgefihrt; zum 
Unterschied von unseren friiheren Versuchen mit geschlossener Birne, da 
bei durchperlendem Sauerstoff gréBere Verluste an Aceton nicht zu ver- 
meiden waren. Selbst bei gréBter Vorsicht konnten im Durchschnitt nur etwa 
80°/, der berechneten Acetonmenge gefabt werden. Nach 10—15stiindigem 
Schiitteln wurde die Birne in Eiswasser gut abgekiihlt und mit CO,-freiem 
Sauerstoff die gebildete Kohlensiiure langsam wihrend 2 Stunden in die 
angeschlossenen AbsorptionsgefaBe getrieben. Dann wurde mit 1 ccm 2n- 
Schwefelsiure angesiuert und eine weitere halbe Stunde Sauerstoff durch 
die Apparatur geschickt. Der Birneninhalt wurde filtriert und die Kohle 
mit Wasser gut nachgewaschen. Durch Destillation des kongosauren Filtrates 
mittels eines gut wirkenden Schlangenkiihlers wurde das Aceton in einer 
gut gekiihlten waBrigen Vorlage aufgefangen und jodometrisch bestimmt. 
Das Aceton wurde auBerdem qualitativ mit Nitroprussidnatrium nachgewiesen 
und mittels p-Nitrophenylhydrazin identifiziert. Im Destillationsriickstand 
wurde das Amin in einer von L. Griinhut®) beschriebenen Apparatur mit 
Barytwasser bei 30° bestimmt. 


Tabelle 1. 
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Bei diesem Versuch wurde wihrend der ganzen Reaktionsdauer ein 
langsamer O,-Strom durch die Birne geleitet; daher erklirt sich der niedrige 
Wert des Acetons. 
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B. Uber die Einwirkung von Ozon auf Aminosiuren. 





Aceton 
in mg 


18,5171 
14,8 19 


Im Zusammenhang mit anderen Arbeiten iiber die Einwirkung 
von Ozon auf organische Substanzen verdffentlichten Harries 
und Langheld 1907), daB natiirliche, aliphatische Aminosiiuren | 


gegen QOzon resistent wiiren. 


Dieses Versuchsergebnis war yor | 


einigen Jahren noch als schéner Beitrag fiir den Reaktionsverlauf 





*) Z. f. Untersuchung d. Lebensmittel. 37, 313 (1919). 


*) Diese Z. 51, 373 (1907). 
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der Modelloxydation von Aminosiuren zu werten. Nach neueren 
Anschauungen aber steht es im Widerspruch vor allem zu den 
Arbeiten von Gottwalt F. Fischer’) iiber die EKinwirkung 
von Ozon auf gesittigte Verbindungen. Er gelangt bekanntlich bei 
Athern, Alkoholen und Aldehyden zu dem Ergebnis, daB die 
Endprodukte der Ozonisierung in der Hauptsache dieselben seien 
wie bei der Autoxydation. Uberdies hat W. Strecker’) bei der 
Einwirkung von Ozon auf aliphatische Amine, besonders in ver- 
diinnt-wiBriger Lisung, ebenfalls die gleichen Endprodukte erhalten, 
wie sie unter anderem von uns’) bei der Autoxydation festgestellt 
worden waren, nimlich Aldehyd und entalkyliertes Amin. Es war 
von vornherein zu erwarten, daB die tertiiiren Dialkyl-aminosiuren 
mit ihrem ungesittigten Charakter leichter durch Ozon angreifbar 
sein muBten als die natiirlichen primairen Aminosiiuren. Wir be- 
trachteten es aber als unbedingt notwendig, die Versuche mit 
beiden Arten dieser Substanzen aufzunehmen, besonders, da nach 
einer alteren Angabe von Gorup-Besanez’) Leucin mit ozoni- 
sierter Luft in alkalischem Milieu zu Kohlensiiure, Ammoniak, 
Aldehyd und Fettsiure abgebaut werden konnte. 














Tabelle 2. 
™ Geldst . Reakt. m. | Fuchsin- Beccsl 
. ua. Temp. vine Nesslers | schwefl. | prussid- 
Substanz Sita in | CO,| Reagens | Séure- | natrium u. 
ing ——, in ® | Std. auf NH, |reakt. auf Jodoform- 
pufferlésung bzw.Amin| Aldehyde] Probe auf 
, —itait . Aceton 
_ 0,2132 | 50 (0. Puffer)} 20 3 51 + + + fe fe ~—— 
r “* 10,2000 | 50 20 | 35/541] +++] + + —- 
Alanin ... | 0,1358 | 50 200 13 [46 |++4+] ++ —- 
N - Methyl - 
alanin .. 0,1572 | 50 20 3 [88,4] + + + + + -— 
a-Amino-iso- 
buttersiure | 0,1572 | 50 we tee ei = - je 
«- Dimethyl- 
amino - iso - 
buttersiiure | 0,2 50 18 3 | 65 +++ + + + 
N-Dimethy]l- 
Leucin. .. | 0,198 |50(0.Puffer)] 19 | 4 [146] +++] ++ _— 




















) Liebigs Ann. 476, 233 (1929); 486, 80 (1931). 
8) Ber. chem. Ges. 53, 2096 (1920); 54, 2693 (1921). 


*) Liebigs Ann. 110, 86 (1859); 126, 207 (1863). 
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Wie aus Tab. 2 ersichtlich ist, zeigen sowohl die natiirlichen, 
aliphatischen «-Aminosiuren, die synthetisch dargestellten Dialkyl- 
aminosiuren, als auch interessanterweise die bei der Autoxydation 
an Kohle resistente «-Amino-isobuttersiure nach etwa 3 stiindiger 
Einwirkung von Ozon bei Zimmertemperatur eine deutliche Kohlen- 
siureentwicklung. Ammoniak bzw. Amin, Aldehyde und Aceton 
konnten qualitativ einwandfrei festgestellt werden. 


Dieser Abbau, der sich bereits deutlich in gewohnlicher, 
waiBriger Lésung vollzog, wurde in einem Phosphatpuffergemisch 
(p, = 6,8) vorgenommen, um immer unter méglichst gleichen 
Verhiltnissen zu arbeiten. Die quantitativen Versuche wurden 
auf die wichtigsten Vertreter der Aminosiuren beschrinkt, die 
sich im Autoxydationsversuch verschieden verhielten, namlich 
Leucin, Amino-isobutterséure und N-Dimethylamino-isobuttersaure. 


Die Berechnungen des Gesamtumsatzes, die wir, wie erinnerlich, bei 
der Autoxydation aus der, aus der —COOH-Gruppe entwickelten, Koblen- 
siure vorgenommen hatten, wiirde bei der Ozonisierung zu zu hohen 
Werten fiihren, da die primiren Spaltprodukte wie Aldehyde, Aceton und 
alkylierte Amine unter CO,-Bildung weiter angegriffen werden, wie wir 
bei Versuchen mit Vertretern dieser Abbauprodukte unter denselben Be- 
dingungen feststellen konnten. (Selbst Aceton wird in verdiinnter Liésung 
deutlich abgebaut.) Es ergab sich daher als kiirzester und bester Ausweg, 
den Umsatz aus der Menge des gebildeten freien Ammoniaks bzw. Amins 
abzuleiten und diese Zahlen durch Bestimmung des noch gebundenen 
Aminosaurestickstoffs zu kontrollieren. Der Einwand, daB speziell die 
Amine sekundar zerstért werden und hierbei zu kleine Werte gefunden 
werden miiften, konnte dadurch entkriftet werden, daB erstens dieser 
Abbau den basischen Wert des freien Stickstoffs nicht verinderte (kein 
Auftreten von Nitrat, Nitrit, Stickstoff) und daB zweitens die Werte des 
nicht umgesetzten Aminosiurestickstoffs zusammen mit den Werten des 
Ammoniaks bzw. Amins zu 100°), des errechneten Gesamtstickstoffs sich 
ergainzten (vgl. Tab. 3). 


Betrachtet man die Reaktionsgeschwindigkeit Aquimolekularer 
Mengen nach den N-Werten, so fillt auf, daB die Unterschiede 
zwischen den bei der Autoxydation so verschiedenen Substanzen 
sich fast vollstiindig verwischen; zwar marschiert die Dimethy]- 
amino-isobuttersiiure stets an der Spitze. Am meisten tiberrascht 
jedoch die leichte Zersetzlichkeit der Amino-isobuttersiure, die 
aber, wie Negelein berichtet, bereits von Wasserstoffsuperoxyd 
stirker angegriffen wird als von molekularem Sauerstoff (Umsatz- 
verhiltnisse zwischen Amino-isobuttersiiure und natiirlichen Amino- 
siuren bei O, wie 1:20, bei H,O, wie 1:4) und daher dem 
stiirksten Agens O, glatt zum Opfer fillt. Abgesehen davon ist 
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die absolute Zerfallsgeschwindigkeit aller Aminosiuren bei der 
Ozonisation weitaus gréBer als bei der Autoxydation. 














Tabelle 3. 
— ° Gefundene N- |Gesamt-N Umsatz 
— — Werte in mg | ber. aus] ber. aus 
mole- 
ber. aus/ber. aus] d. einges. jd. gebund. 
Substanz sept anon COs} 4 NH, |d. restl.| Menge | Amin 
mengen Zeit bzw. |Amino- Amino- baw. NH, 
a - Amin | siure | sdure in %/, 
Leucin ...{|0,2000] Inallen | 27] 2,7 17,8 21,3 12,6 
a-Amino- Fallen 
isobutter- 50 ccm 
siure .... | 0,1572 —— 22,1] 3,5 17,5 | 21,3 16,4 
a-N-Dimety]- sect 
amino-iso- re 
buttersiure | 0,2000] PH", | 29] 4,1 16,3 | 21,3 19,2 























Methodisches. Da man Aminosiuren nicht in gegen Ozon indifferenten 
organischen Lésungsmitteln lésen kann, mu8 man sich mit waBrigen Lésungen 
begniigen. Zur Einwirkung gelangte ein Sauerstoffstrom mit einer Geschwin- 
digkeit von 100 ccm pro 20—21 Sekunden und einem Ozongehalt von im 
Mittel 4,5°/,. (Ozonstirke wurde vor und nach dem Versuch jodometrisch 
bestimmt.) Um eine méglichst innige Beriihrung des Ozons mit der Reak- 
tionsfliissigkeit zu gewihrleisten, wurde als ReaktionsgefiB eine Spiral- 
waschflasche gewihlt, an die sich mittels Glasschliffen 2 Waschflaschen 
mit Glasfilterplatten anschlossen, die zur Absorption der gebildeten Kohlen- 
siure mit je 40 ccm einer m/20-Barytlauge gefiillt waren. Trotz des raschen 
Gasstroms geniigte diese Anordnung zur vollstindigen Absorption der 
Kohlensiure. Aldehyde und Aceton wurden nach der Destillation eines 
aliquoten Teiles der Reaktionsfliissigkeit mit fuchsinschwefliger Siure, 
Nitroprussidnatrium und der Jodoformprobe nachgewiesen. Eine quantitative 
Erfassung war nicht méglich, da bei dem raschen Gasstrom Verluste nicht 
zu vermeiden waren und die betreffenden Reaktionsprodukte von Ozon 
zum Teil weiter abgebaut wurden. Die gebildeten Amine und das Ammo- 
niak blieben, wie wir uns wiederholt itiberzeugten, quantitativ im Reaktions- 
gefiB zuriick und konnten qualitativ mit Nesslers Reagens und quantitativ 
nach einer bekannten Methode von Folin-Griinhut*’) bestimmt werden. 
Zu diesem Zweck wurde das Reaktionsprodukt mit Baryt deutlich alkalisch 
gemacht und durch einen starken Luftstrom bei 30° Badtemperatur das 
freie Amin bzw. Ammoniak wiihrend 3 Stunden in vorgelegte Schwefel- 
siure geleitet. Die unangegriffenen Aminosiuren gaben unter diesen Be- 
dingungen kein Ammoniak bzw. Amin ab. Zur Bestimmung des Stickstoffs 
der nicht ozonisierten Aminosiure wurde der Riickstand der Ammoniak- 
bestimmung durch Schwefelsiure angesiuert, vom ausgeschiedenen Barium- 
sulfat filtriert und letzteres durch Dekantation mit heiBem Wasser gut 
nachgewaschen. Im Filtrat wurde der Aminosiiurestickstoff nach der 
Kjeldahlschen Methode bestimmt. Als Pufferlésung wurde nach Michaelis 
eine Mischung gleicher Mengen m/15-primirer Kaliumphosphat- und 
m/15-sekundiérer Kaliumphosphatlésung verwandt (pq = 6,8). 


Autoxydation von Aminosdurederivaten und ihr Abbau durch Ozon. II. = 25 
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Was den Reaktionsmechanismus dieser Ozonisierungen an- 
langt, so laBt er sich nur, aus Analogien abgeleitet, zur Dis- 
kussion stellen. In den wiabBrigen Lésungen sind Zwischen- 
produkte nicht zu fassen. Eine quantitative Bestimmung der 
primairen Abbauprodukte und des Gesamtverbrauchs an Ozon ist 
hinfallig, da durch die zahlreichen Sekundiarreaktionen eine ge- 
naue Bilanz unméglich wird. Auch das Auftreten oder Ausbleiben 
von Wasserstoffsuperoxyd (das in den meisten Fallen nachgewiesen 
werden konnte) ist nicht verwendbar zur Klarung von Reaktions- 
einzelheiten, da gleichfalls sein Entstehen oder Verschwinden 
durch Sekundirreaktionen nicht kontrolliert werden kann. Wenn 
wir hier nicht das Haber-Willstatter-Schema einer Ketten- 
reaktion beiziehen, sondern die Gleichungen andeuten, wie sie 
analog Gottwalt F. Fischer [7b, S. 84] in seiner Arbeit iiber 
die Einwirkung von Ozon auf Aldehyde angibt, so meinen wir 
rein iuBerlich den Verhialtnissen am naichsten zu kommen. Da- 
nach haben wir es mit einer kombinierten Einwirkung von Ozon 
und molekularem Sauerstoff zu tun. 


R-CH-COOH ZO 
| +0,+0,+H,0 —> R-C€_ + C0, + NH, 
NH, H 
+ H,0, + O, 

So sihe die Umsetzung bei einer typischen Aminosiure aus, 
wobei das Ozon wie ein Katalysator wirkt. Bei der Aminoiso- 
buttersiure mu’ der Abbau von der —NH,-Gruppe her an- 
genommen werden. Was schlieBlich die Dialkyl-aminosiuren an- 
langt, so dirfte man eine ozonidartige, in waBriger Liésung 
kurzlebige Zwischenstufe annehmen, die Ahnlich wie die per- 
oxydische bei der Autoxydation in die festgestellten Endpro- 
dukte zerfallt (vgl. Strecker).') 

Der begreifliche Wunsch nach quantitativer Bestimmung 
aller leichtfliichtigen Reaktionsprodukte und des Ozonverbrauchs 
nebeneinander, ist wie bereits erwiihnt, leider nicht erfillbar. Ab- 
gesehen von den vielen Nebenreaktionen, wirde dies bei der 
groBen Gasgeschwindigkeit von 100 ccm pro 20 Sekunden zu 
schwankenden Resultaten fihren. 

Als wichtigstes Endergebnis erscheint, daB alle Arten von 
Aminosiuren in waBriger Lésung durch Ozon angegriffen werden 
und im Prinzip unter unseren Bedingungen in erster Reaktion 
zu denselben Endprodukten wie bei der Autoxydation zerfallen. 
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Beitrage zur Frage der Glykogenbildung 
aus niederen Fettsiuren mit gerader Kohlenstoffanzahl. 


II. Mitteilung. Versuche itiber Glykogenbildung aus normaler Buttersaure. 


Von 


Richard Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1933.) 


Vor kurzem haben wir berichtet, dab Verfiitterung von Essig- 
siure unter geeigneten Versuchsbedingungen bei hungernden Ratten 
zu einer Vermehrung des Leberglykogens fihrt.') Ein Glykogen- 
ansatz war nur dann nachweisbar, wenn geniigend groBe Mengen 
von Kohlehydrat fiir die Glykoneogenie zur Verfiigung standen. In 
der vorliegenden Mitteilung wollen wir iiber analoge Versuche mit 
normaler Buttersiure berichten, da deren intermediires Entstehen 
im Organismus bei der f-Oxydation der Fettsiuren angenommen 
werden muB und sie die Grundsubstanz fiir die unter pathologischen 
Verhiltnissen auftretende #-Oxybuttersiure und Accetessigsiure 
darstellt. 

Die normale Buttersiure erweist sich im Tierexperiment im allgemeinen 
nicht als Glykogenbildner. So fanden Ringer und Jonas?) bei pblorrhi- 
zinierten Hunden keine Ausscheidung von Extraglukose; zu dihnlichen Ergeb- 
nissen kam auch Lux.’) Geelmuyden*‘) hingegen erhielt nach Buttersiure- 
gaben Extrazucker, wenn dem mit Phlorrhizin vergifteten Hunde gleich- 
zeitig eine geringe Menge von Zucker verabreicht wurde, und zwar war 
die ausgeschiedene Menge Extrazucker wesentlich gréBer als der gegebenen 
Zuckermenge allein entsprechen konnte; er schlo8 daher, ,,daB die Butter- 
siure und die Essigsiiure sowohl Ketonbildner als auch Zuckerbildner sind 
und die Ketonurie ganz im Sinne Minkowskis als Ausdruck einer miB- 
lungenen oder unvollstindigen Zuckersynthese betrachtet werden miisse“. In 
jingster Zeit verfiitterte Eckstein’) Buttersiure als Na-Salz an hungernde 
Ratten, ohne eine Glykogenbildung in der Leber feststellen zu kénnen. 

Aus diesen Angaben geht hervor, daf sich ein Ubergang 
von Buttersiiure in Zucker bei gewéhnlichen hungernden oder mit 
Phlorrhizin vergifteten Tieren nicht nachweisen laBt. Dieser Um- 
wandlungsprozeB diirfte vielmehr, wie schon Geelmuyden gezeigt 
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hat, an die Anwesenheit von Kohlehydrat gebunden sein. Wir 
haben daher bei unseren Fiitterungsversuchen mit normaler Butter- 
siure (als Na-Salz) den hungernden Ratten gleichzeitig Glucose 
gegeben, um auf diese Weise eine ausreichende Menge von Kohle- 
hydrat fiir die Glykogensynthese zur Verfiigung zu stellen und 
dadurch bei normalen Tieren ahnliche Bedingungen zu schaffen, 
wie sie bei Geelmuyden in seinem Experiment am phlorrhizin- 
vergifteten Hunde gegeben waren. Schon in unserer I. Mitteilung 
haben wir die Griinde erértert, welche die Verwendung von weib- 
lichen Ratten als zweckmiiBig erscheinen lieBen. Wir stellten daher 
auch bei den vorliegenden Versuchsreihen in erster Linie weibliche 
Ratten, die dem gleichen Wurfe angehdérten, in die Versuche ein. 
Unsere Versuchsergebnisse kénnen wir dahin zusammenfassen, dab 
die Tiere, welche Buttersiure und Glucose erhalten hatten, 
3 Stunden nach der Fiitterung wesentlich héhere Anstiege im 
Leberglykogen zeigten als jene Kontrollratten, denen die gleiche 
Menge Zucker allein gegeben worden war (Tab. I). 

Bei unseren Versuchen mit Essigsiure war die Glykogenbildung aus 
dieser Verbindung auch davon abhingig, ob der Ernihrungszustand der 
Versuchs- und Kontrolltiere ein derartiger war, da8 0,1 g Glucose — wie 
aus den Analysen der Kontrolltiere hervorging — einen relativ starken 
Glykogenansatz in der Leber verursachte. Dieses Moment scheint bei den 
Versuchen mit Buttersiure nicht so sehr ausschlaggebend zu sein, da bei 
allen Versuchstieren — ohne Riicksicht auf das Ausma8 des Glykogen- 
anstieges bei den Kontrolltieren — der Glykogenspiegel der Versuchstiere 
immer héher lag als bei den Kontrollen desselben Wurfes. Immerhin 
fanden wir auch diesmal wieder stiirkere Glykogenanstiege bei jenen Wiirfen, 
bei denen die Verabreichung von Zucker allein an die Kontrolltiere zu einem 
relativ gréBeren Glykogenansatz fiihrte. 

Der Glykogengehalt hungernder minnlicher Ratten (0,1 bis 
0,2 g-°/, pro 100 g Leber) hatte sich auch bei diesen Versuchen 
als zu gering erwiesen, um eine Glykogensynthese erfolgreich 
bewerkstelligen zu kénnen. So vermehrten z. B. Fiitterungen mit 
0,1 und 0,2 g Buttersiure (neutralisiert mit Na,CO,) das Leber- 
glykogen nicht; wir konnten vielmehr sogar eine Abnahme des- 
selben beobachten, die auf Alkaliwirkung zuriickgefiihrt werden 
mu *) (Tab. I). Unsere Versuche mit Buttersiure ohne Glukose 
fihrten somit bei minnlichen Ratten zu denselben Ergebnissen 
wie die von Eckstein (vgl. oben). 

Der Ubergang von Buttersiiure in Glykogen wire vom che- 
mischen Standpunkte aus in der Weise vorstellbar, daB die Butter- 
siure zuerst zu Acetessigsiure oxydiert wird, welche nach Henze’) 
mit Methylglyoxal, dem Abbauprodukt der Zucker, unter Bildung 
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eines Ketols (3-Oxyacetonylaceton) reagiert. Diese Verbindung, 
welche in vitro unter physiologischen Bedingungen sehr leicht 
entsteht, hat sich nach den Untersuchungen von Stéhr und 
Henze®) im Tierversuch als Glykogenbildner erwiesen. Die Voraus- 
setzung fiir diese Ketolkondensation ist somit die gleichzeitige 
Anwesenheit von Zucker bzw. von Methylglyoxal. Daraus erklirt 
sich unseres Erachtens zwanglos das negative Ergebnis, wenn 
Buttersiiure ohne Glucose verfiittert wurde. Daf der Glykogen- 
gehalt hungernder minnlicher Ratten fiir die Umwandlung von 
Buttersiiure in Zucker nicht geniigt, diirfte vor allem darauf zuriick- 
zufiihren sein, daB ein GroBteil des Glykogens zur Kompensation 
der Alkalosis zu Milchsiure abgebaut und dadurch der Ketol- 
bildung entzogen wird, wie ja aus dem Glykogenschwund bei miinn- 
lichen Ratten nach Buttersiuregaben hervorgeht. Wir sind uns 
wohl bewuSt, daB unsere Versuchsergebnisse nicht den Anspruch 
erheben kénnen, als absoluter Beweis fiir einen Ubergang von 
Buttersiiure in Zucker gewertet zu werden. Wir glauben aber, 
daB sie in Verbindung mit dem Befund Geelmuydens mit 
erofer Wahrscheinlichkeit auf eine Umwandlung der Buttersiiure 
— und somit der Fettsiuren im allgemeinen — in Glykogen 
schlieBen lassen. 


Experimenteller Teil. 


A. Methodik. Die jeweils gegebene Menge Buttersiiure (Mercksches 
Priiparat, neutralisiert mit Na,CO,) und Glucose wurde in 2 cem Wasser 
gelést und mittels einer Magensonde verabreicht. Die Tétung der Tiere 
sowie die Bestimmung des Leberglykogens erfolgte nach unseren friiheren 
Angaben.*) Blutzucker: Hagedorn-Jensen; Nitroprussidreaktion im Harn 
und Plasma nach Rothera. 

B. Tierversuche. Simtliche Versuche wurden an weifSen bzw. schecki- 
gen Ratten durchgefiihrt, welche alle unserer eigenen Zucht entstammten, 
unter moéglichst gleichmié8igen Bedingungen aufgewachsen waren und die 
vor der Einstellung in die Versuche 24 Stunden gehungert hatten. Versuchs- 
und Kontrolltiere der Tab. I (weibliche Ratten) gehérten immer demselben 
Wurfe an; hingegen wurde bei den Versuchen an minnlichen Ratten (Tab. II) 
auf die Zugehérigkeit zu dem gleichen Wurfe nur in Serie 2 Riicksicht ge- 
nommen. Weife und scheckige Ratten waren nach Méglichkeit gleichmabig 
auf die Versuchs- und Kontrolltiere verteilt. 


Tab. I enthalt die Versuchsergebnisse an 9 Wiirfen, von denen 
jeder 4—9 weibliche Ratten zihlte. Bei allen Belastungen mit 
0,2 g Buttersiure (neutralisiert mit Na,CO,) und 0,1 g Glucose 
wurden bei den Versuchstieren gréBere Anstiege im Leberglykogen 
erzielt als bei den Kontrollratten, die die gleiche Menge Zucker 
allein erhalten hatten. Die Differenzen, berechnet aus den Mittel- 
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Tabelle I. 


Leberglykogen bei hungernden minnlichen Ratten 3 Stunden 
nach Verfiitterung von Buttersiure (neutralisiert mit Na,C0,), 





















































a Vorperiode 
— = a Leber- 
ewicht lvk 
, glykogen 
Nr. | Protokoll-| _ 2ach Gewichts-| Blut- pro 100 g | Anmerkung 
a 24 Stdn. | verlust | zucker Leber 
Nr. | Hungern | 
8 8 mg-°/> g-"lo 
Serie 1: 0,i g Buttersiure. 
1 271 134 | 14 89 0,035 sch. R.*) 
2 272 140 15 112 0,163 a”) 
8 273 158 | 17 102 0,136 w. R. 
4 274 156 17 se 0,031 w. R. 
5 279 152 10 73 0,005 sch. R. 
6 280 134 9 91 0,150 w. R. 
7 281 151 | 12 93 0,007 sch. R. 
~ 282 159 | 12 104 0,132 w. R. 
Mittel: 0,082 
6 Kontrollen, Mittel: 0,134 
Serie 2: 0,.2g Buttersdure. 
15 422 | 157 16 80 0,093 sch. R. 
16 423 154. 19 85 0,064 sch. R. 
17 424 168 21 103 0,094 sch. R. 
18 425 144 17 99 0,033 sch. R. 
19 426 152 17 101 0,096 sch. R. 
20 427 | 181 21 98 0,032 sch. R. 
Mittel: 0,069 
5 Kontrollen, Mittel: 0,187 
*) Scheckige Ratte. **) Weibe Ratte. 


werten des Leberglykogens der Versuchs- und Kontrolltiere, schwank- 
ten zwischen 0,105 und 0,585 g-°/, pro 100 g Leber; sie sind in 
der letzten Reihe der Tab. I enthalten. Hingegen erhéhten 0,1 
und 0,2 g Buttersiiure (als Na-Salz) ohne gleichzeitige Gabe von 
Glucose das Leberglykogen nicht; es trat vielmehr Glykogen- 
mobilisierung ein, die wir, wie eingangs erwihnt, auf die Alkali- 
wirkung des Na-Butyrats zuriickfiihren méchten. Die entsprechenden 
Zahlen des Leberglykogens nach 0,1 und 0,2 g Buttersiure be- 
trugen 0,082 und 0,069 g-°/, pro 100 g Leber gegeniiber 0,134 
und 0,187 g-°/, bei den Kontrollen. Die durchschnittliche Versuchs- 
dauer erstreckte sich auf 3 Stunden. Alle Versuchstiere schieden 
wihrend der eigentlichen Versuchsperiode einen stark alkalischen 
Harn aus. Desgleichen war auch die Nitroprussidreaktion nach 
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Rothera im Harn und im Plasma meistens positiv. Die Tabellen I 
und II geben die Versuche wieder. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde an hungernden Ratten die 
Frage der Umwandlung von Buttersiure in Kohlehydrat bei Gegen- 
wart von Glucose untersucht. 

Unsere Versuche an weiblichen Ratten ergaben, daB diese 
Frage mit gro8er Wahrscheinlichkeit im positiven Sinne zu be- 
antworten ist, da eine Zunahme des Leberglykogens regelmibig 
festgestellt werden konnte. 

Da die Buttersiure als Durchgangsstufe beim oxydativen 
Abbau der Fettsiuren anzusehen ist, glauben wir unsere Versuche 
im Sinne einer Umwandlung der Fettsiuren in Kohlehydrat deuten 
zu kénnen. 
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Uberfiihrung von Cholesterin in die 6-Oxo-allo-cholansaure. 


Von 


0. Stange. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitate-Laboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juli 1933.) 


In den friiheren Ableitungen iiber die Konstitution der Sterine 
und Gallensduren steckte die Annahme, da der sogenannte Ring IT 
der Gallensiiuren direkt mit dem Ring I verbunden sei und iden- 
tisch sei mit dem Ring II des Cholesterins. Diese aus dem experi- 
mentellen Material gezogenen Schliisse erwiesen sich als nicht 
zwingend ‘\, vielmehr schien es jetzt viel einleuchtender, anzunehmen, 
daB es der sogenannte Ring III der Gallensaiuren sei, der dem 
Ring II des Cholesterins entspreche und daB nur dieser, jetzt 
Ring B genannte Ring direkt mit dem Ring I (Ring A) verkniipft sei. 

Fiir die Annahme, daB Ring IJ des Cholesterins mit dem 
friher Ring UI genannten Ring der Gallensiiuren identisch sei, 
haben schon Wieland und Dane?) dadurch den Beweis er- 
bracht, daB sie die Lithocholsiiure zu einer Tetracarbonsiure 
C,,H,,0, abgebaut haben, die Windaus’) bereits friiher aus dem 
Cholesterin bereitet hatte. Dieser Beweis ist aber ziemlich 
umstandlich und nicht sehr iibersichtlich. Viel einfacher ist der 
folgende: 


Fiir die Hyo-desoxycholsiure (I) ist nachgewiesen worden, 
daB ihre beiden Hydroxylgruppen in zwei direkt miteinander 





') Diese Z. 210, 274 (1932); vgl. auch die Zusammenstellung von 
Windaus, Diese Z. 213, 147 (1932). 
*) Diese Z. 211, 261 (1932). 
*) Ber. chem. Ges. 42, 3770 (1909). 





























verkniipften Ringen stehen, und zwar an Kohlenstoffen, die die 
1,4-Stellung zueinander einnehmen?). Diese beiden Ringe sind 
seinerzeit als Ring I und III bezeichnet worden. Fir das Chole- 
stanon-ol (II) ist ebenfalls nachgewiesen worden, daB seine beiden 
sauerstoffhaltigen Gruppen sich in y-Stellung in zwei unmittelbar 
miteinander verkniipften Ringen befinden.*) Diese Ringe sind als 
Ring I und II bezeichnet worden. 


Es lassen sich nun in der Hyo-desoxy-cholsiure und im 
Cholestanon-ol die am Kohlenstoffatom 3 befindlichen Hydroxyl- 
gruppen im Ringe I durch Wasserstoff ersetzen; es bleiben dann 
nur die sauerstoffhaltigen Gruppen in den anderen Ringen ibrig; 
sie miissen sich beide an derselben Stelle des Molekiils be- 
finden, wenn Ring II des Cholesterins mit Ring II der Gallen- 
siiuren identisch ist. Bei der Eliminierung der Hydroxylgruppe 
aus Ring I entsteht aus der Hyo-desoxy-cholsiure die 6-Oxy- 
allo-cholansiure und hieraus die 6-Oxo-allo-cholansiure °) (IIT), aus 
dem Cholestan-on-ol das Cholestan-6-on*); dieses sollte nun, wenn 
die hier entwickelten Vorstellungen richtig sind, dieselbe 6-Oxo- 
allo-cholansiure liefern, wie die Hyo-desoxy-cholsiure, wenn man 
seine endstiindige Isobutylgruppe durch Carboxyl ersetzt. 


Das Experiment hat diese Voraussagen bestiitigt. Tatsiich- 
lich sind die beiden Oxo-allo-cholansiiuren aus Hyo-desoxy-chol- 
siure und aus Cholestan-6-on miteinander identisch. 


Hierdurch ergibt sich ferner ein von dem friiheren unab- 
hiingiger Beweis fiir die Stellung der Nitrogruppe im Nitro-chole- 
sterin und Nitro-cholesten; beide lassen sich in Cholestan-6-on 
verwandeln*) und tragen daher die Nitrogruppe am Kohlenstoff- 
atom 6 und die Doppelbindung zwischen dem 5. und 6. Kohlen- 
stoffatom. 

Zur Darstellung der 6-Oxo-allo-cholansiure aus Cholesterin 
bin ich vom Cholestan-6-on ausgegangen und habe es in das 
Cholestan-6-ol ([Va) iibergefiihrt; dieses wurde mit Phosphor- 
pentachlorid in das 6-Chlor-cholestan (IVb) verwandelt; bei der 
Oxydation mit Chromsiiureanhydrid lieferte es die 6-Chlor-allo- 


1) Windaus, Liebigs Ann. 447, 233 (1926). 
*) Windaus, Ber. chem. Ges. 36, 3752 (1903) und 39, 2249 (1906). 
3) Hierbei ist noch ein Ubergang von der Cholansiiurereihe in die 
Allo-cholansiurereihe in der schon friiher beobachteten Weise erfolgt. 
‘) Windaus u. v. Staden, Ber. chem. Ges. 54, 1059 (1921). 
5) Windaus u. Dalmer, Ber. chem. Ges. 52, 162 (1919). 
3* 
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cholansiure (Va), die nicht isoliert, sondern sofort zu der 6-Oxy- 


allo-cholansiure (Vb) verseift wurde. Diese schon krystallisierte 
7 
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Saure ist nicht identisch mit der yon Wieland und Dane 
dargestellten 6-Oxy-allo-cholansiiure; die Verschiedenheit beruht 
auf der sterischen Anordnung von Wasserstoff und Hydroxyl am 
Kohlenstoffatom 6; das ergibt sich daraus, daB durch Oxydation 
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der beiden 6-Oxy-allo-cholansiuren dieselbe 6-Oxo-allo-cholan- 
siiure (III) gebildet wird. Meine 6-Oxy-allo-cholansiure ist also 
ein Epi-derivat der von Wieland und Dane dargestellten. 


Beschreibung der Versuche. 


Cholestan-6-0l. Das Cholestan-6-ol wurde nach den Angaben von 
Tschesche’) dargestellt; hierbei wurden 6 g Cholestan-6-on mit 400 ccm 
absolutem Athylalkohol und iiberschiissigem Natrium hydriert; es erwies 
sich als zweckmiBig, das Rohprodukt aus Aceton umzukrystallisieren. Aus- 
beute 50°/,. Der Schmelzpunkt des reinen Cholestan-6-ols wurde bei 130° 
gefunden. 


6-Chlor-cholestan. 10 g Cholestan-6-0l wurden in wenig Chloroform 
in einer Reibschale gelést; dazu wurden 5g Phosphorpentachlorid gegeben, 
das Ganze wurde verrieben, '/, Stunde stehen gelassen und dann einige 
Stunden auf dem Wasserbade erwirmt; nunmehr wurde das organische 
Material mit viel Ather, in dem es schwer léslich war, in Lésung gebracht; 
beim Eindampfen fiel das 6-Chlor-cholestan krystallin aus und wurde dann 
zunichst aus Ather-Alkohol und darauf aus Eisessig umkrystallisiert. Aus- 
beute 50°/,. Es krystallisiert in langen Nadeln und schmilzt bei 147°. 


3,965 mg Subst.: 11,580 mg CO,, 4,130 mg H,O. — 15,815 mg Subst.: 
5,420 mg AgCl. 
C,,H,,Cl Ber. C 79,64 H 11,64 Cl 8,72 
Gef. ,, 79,66 ,, 11,68 ,, 8,48. 


0,0306 g Subst., 2 cem Chloroform, /=1dm, «, = — 0,70, [a]},° = + 45,1°. 


6-Oxy-allo-cholanséure. Eine Aufschwemmung von 3g 6-Chlor- 
cholestan in 300 ccm reinem Eisessig wurde auf 85° erwirmt. Hierzu gab 
man im Verlauf von 4 Stunden eine Lésung von 9 g Chromsiureanhydrid 
in 30 cem 80°/,iger Essigsiiure und erhitzte dann noch weitere 4 Stunden 
auf 85° Nach dieser Zeit wurde die iiberschiissige Chromsiure mit 
schwefliger Siure reduziert, die gebildete 6-Chlor-allo-cholansiiure mit Ather 
aufgenommen und mit Hilfe von 15°/,iger Natronlauge als schwer lésliches 
Natriumsalz abgeschieden. Die aus dem Natriumsalz mittels Salzsiure frei- 
gemachte 6-Chlor-allo-cholansiure wurde nicht zur Krystallisation gebracht, 
sondern sofort verseift; 1g der Siure wurde im Autoklaven mit 25 ccm 
5°/,iger Kalilauge und 0,3 g Kupferacetat 6 Stunden auf 160—170° erhitzt; 
das mittels Salzsiiure aus dem Kalisalz ausgefillte Reaktionsprodukt wurde 
aus Essigester und dann aus 85°/,iger Essigsiiure umkrystallisiert. Es be- 
sitzt ein groBes Krystallisationsvermégen und scheidet sich aus Essigsiiure 
in schénen Nadeln ab. Der Schmelzpunkt liegt bei 240°. 


3,465 mg Subst.: 9,690 mg CO,, 3,340 mg H,0. 
C.,H,,0; Ber. C 76,53 H 10,71 
Gef. ,, 76,26 10,78. 


) Ber. chem. Ges. 65, 1842 (1932). 
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4,182 mg Subst. verbrauchten 0,231 ccm 0,0475 n-Lauge. 
C,,H,,0, Ber. Aquiv.-Gew. 380 Gef. Aquiv.-Gew. 376 


Der mit Diazomethan bereitete Methylester wurde aus verdiinntem 
Methylalkohol umkrystallisiert. Er bildet feine Nadeln und schmilzt bei 101°. 


4,195 mg Subst.: 11,785 mg CO,, 4,120 mg H,0. 


C,;H,,0; Ber. C 76,85 H 10,84 
Gef. ,, 76,63 » 10,99. 


Der von Wieland und Dane aus Hyo-desoxycholsiure dargestellte 
6-Oxy-allo-cholansiuremethylester schmilzt bei 95°; er gibt mit dem hier 
beschriebenen Ester, wie ich mich an einer von Herrn Professor Wieland 
freundlichst zur Verfiigung gestellten Probe iiberzeugen konnte, eine Schmelz- 
punktsdepression. 


6-Oxo-allo-cholanséure wurde nach den Angaben von Wieland und 
Dane durch Oxydation der 6-Oxy-allo-cholansiure mittels Chromsiiure- 
anhydrid bereitet und aus Ather-Petroliither umkrystallisiert; sie bildet 
derbe Prismen und schmilzt bei 151°. Mit der ebenso schmelzenden 6-Oxo- 
allo-cholansiiure von Wieland und Dane, die ebenfalls von Herrn Prof. 
Wieland zur Verfiigung gestellt wurde, zeigte sie keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. 


4,506 mg Subst.: 12,700 mg CO,, 4,130 mg H,0. 


C,,H;,05 Ber. C 176,94 H 10,24 | 
Gef. ,, 76,86 »» 10,26 ) 


— 


——— 


Herrn Prof. Windaus danke ich fiir die Unterstiitzung 
und Leitung meiner Versuche. 











—_ — -_ v-—— 








(Mitteilungen aus dem Physiologisch-chemischen Institut, Okayama, Japan.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1933.) 


Uber Taurocholsaure. 
Von 


Toshiyuki Tanaka. 








Die im Jahre 1838 von Demargay') beschriebene Tauro- 
cholsiure ist zuerst 1904 von O. Hammarsten?’) im krystallisierten 
Zustand erhalten worden und wurde danach durch Synthese von 
Bondi und Miller’) bestatigt. Aber die physikalischen Kon- 
stanten der natiirlichen Siure stimmen nicht befriedigend mit 
denen der synthetischen iiberein. Vor einiger Zeit waren mir 
nun gelegentlich 5 Liter Fistelgalle vom Hunde zugiinglich. Aus 
der entsprechend vorbehandelten, alkalischen und auch der an- 
gesiiuerten, Gallenfliissigkeit gelang es mir, durch 3malige Aus- 
salzung nach Hammarsten Taurocholat krystallisiert zu er- 
halten. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem 
Alkohol und Ather krystallisiert das Taurocholat in feinen 
glinzenden Nadeln oder Tafeln, und seine spezifische Drehung steht 
in befriedigendem Einklang mit der Angabe von Hammarsten: 


[ox] 2° = + 23,87° (in Wasser). 


Durch Hydrolyse der Krystalle konnte Cholsiure und Taurin 
in der theoretischen Ausbeute erhalten werden. Sehr iiberraschend 
ist, daB das erhaltene Krystallisat in waBriger Lésung gegen 
Lackmus und Phenolphthalein ganz neutral reagiert und keine 
Alkali- oder Erdalkalisalze bildet. Obwohl es aus der durch Salz- 
siure oder Schwefelsiure angesiuerten Liésung gewonnen wurde, 
enthalt es die fiir cin Natriumsalz erforderliche Menge Natrium, 
das also ungemein fest gebunden ist, ihnlich wie es beim Natrium- 
salz von f-Naphthalinsulfotaurin nach Bergell‘) der Fall war. 

Die von Hammarsten isolierte ,,Taurocholsiure“* muB8 also 
ein Natriumsalz sein. Die saure Reaktion sowie die Erdalkali- 





) Liebigs Ann. 27, 280 (1838). *) Diese Z. 43, 127 (1904). 
8) Diese Z. 47, 499 (1907). 4) Diese Z. 97, 260 (1922). 
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salzbildung der Hammarstenschen ‘Taurocholsaéure beruhen 
héchstwahrscheinlich auf der Fettsiure, die mit Taurocholsiure 
eine lockere Choleinsaéure?) gebildet hat. Die synthetische Tauro- 
cholsiure diirfte also auch ein Natriumsalz sein, eine Annahme, 
zu deren Bestatigung eine weitere genaue Untersuchung erforderlich 
ist. Das Natriumtaurocholat krystallisiert mit 11/, Molen Wasser 
in Nadeln oder Tafeln, und das Krystallwasser wird leicht bei 
130° im Hochvakuum abgespalten und allmahlich wieder an der 
Luft, ohne daB es zerflieBt, aufgenommen. Das bei 180° schmelzende 
Taurocholat wird beim Kochen mit Wasser in eine héher schmel- 
zende (gegen 230°) isomere Form umgewandelt, die eben- 
falls neutral reagiert und mit 2 Molen Wasser krystallisiert. 
Die Léslichkeit und die spezifische Drehung bleiben jedoch 
bei der isomeren Form unverindert. Dies erinnert an den Be- 
fund, daB die Glykocholsiure in die sogenannte Paraglykochol- 
siure, und die Taurodesoxycholsiiure in eine isomere amorphe 
Form’) iibergeht. Das héher schmelzende Taurocholat geht all- 
miahlich wieder in das tiefer schmelzende iiber, wenn es einige 
Male in der Kilte aus Alkohol und Ather ziemlich rasch umkrystalli- 
siert wird. 


Beschreibung der Versuche. 


Taurocholsaures Natrium. 5 Liter schleimfreier Galle wurden 
mit 5°/,iger Kisenchloridlésung gefillt und filtriert. Dem Filtrat 
wurde Natriumcarbonatlésung zugesetzt und das dabei abge- 
schiedene Eisensalz wurde abfiltriert. Die vereinigten Filtrate 
wurden mit verdiinnter Salzsiure neutralisiert, eingedampft und im 
Vakuumexsiccator vollstandig getrocknet. Der Riickstand wurde mit 
absolutem Alkohol extrahiert, die Lésung eingedampft und wieder 
in Wasser gelést. Diese Behandlung wurde nochmals wiederholt, 
um die mit Kisenchlorid fillbare Substanz vollstindig zu ent- 
fernen. Die so behandelte wiBrige Lisung wurde nach dem An- 
siuern mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather 48 Stunden lang 
extrahiert, um die freie Fettsiure zu entfernen. Die mit Natrium- 
carbonat alkalisch gemachte Lisung wurde unter Ather durch 
Kochsalz ausgesalzen. Diese Aussalzung wurde 3 mal wiederholt. 
Nach dem Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure wurde noch 3mal 
ausgesalzen. Die getrockneten ausgesalzenen Anteile wurden mit 
absolutem Alkohol digeriert und abfiltriert. 





1) Diese Z. 97, 1 (1916). *) Wieland, Diese Z. 106, 181 (1919). 
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Das Filtrat wurde mit wenig Wasser und Ather versetzt, 
bis eine schwache Triibung entstand, und in der Kilte stehen 
gelassen. 

Dann schied sich in glinzenden Nadeln krystallisierendes 
Natriumtaurocholat in reichlicher Menge ab, das schnell ab- 
gesaugt und getrocknet wurde. Das Salz wurde noch mehr als 
10 mal aus verdiinntem Alkohol und Ather umkrystallisiert. Dieses 
Taurocholat, in dem das Natrium sicher nachweisbar ist, schmilzt 
unter Aufschiumen?) bei 180°. 


0,5726, 0,3345 g Subst. verlieren bei 130° i. V. 0,0301, 0,0154 g. 

C,.H,,0,NSNa-1'/,H,O Ber. H,O 4,79 Gef. H,O 5,26, 4,60. 

4,564, 4,640 mg Subst.: 9,580, 9,770 mg CO,, 3,260, 3,440mg H,O. — 
8,906, 13,003 mg Subst.: 3,895, 5,710 mg BaSO,. — 0,1463, 0,1518 g Subst.: 
0,0195, 0,0201 g Na,SQ,. 

C,,H,,O,NSNa Ber. C 58,07 H 8,25 S 5,96 Na 4,28 
Gef. ,, 57,28, 57,45 ,, 7,99, 8,30 ,, 6,00, 6,03 ,, 4,82, 4,29. 

Spezifische Drehung: 0,1278g Subst., 10ccm Wasser, 2 dm; « = + 0,61°; 
[a]2° = + 23,87°, 

Dieses Taurocholat schmeckt fast rein sii8, nur schwach bitter. Es 
lést sich duBerst leicht in Wasser, ziemlich schwer in absolutem Alkohol, 
aber nicht in Ather, Essigather), Chloroform, Benzol, Petrolither und 
Aceton. Es zeigt eine stark modifizierte Hammarstensche Reaktion.°) 

Unser Taurocholat liefert die griine Jodverbindung, wenn man 
Lugolsche Lésung auf den Krystall tropft, auf dem Wasserbade ab- 
dampft und dann die Masse erkalten laéBt (ohne Hauchen!). Die griine 
Masse, die sich durch Anhauchen im Gegensatz zur Jodcholsiiure‘) entfiirbt, 
besteht aus feinen griinen Nadeln einer Jodverbindung, was bei der Glyko- 
cholsiiure nicht der Fall ist. — Unser Taurocholat wurde in Wasser auf 
dem Wasserbade 1 Stunde erwirmt und eingeengt; wird dann Alkohol und 
Ather zugezetzt, so krystallisiert ein isomeres Salz in Nadeln von matterem 
Aussehen. Das Salz schmilzt unter Aufschiiumen bei 230—231°. Seine 
Léslichkeit und seine anderen Eigenschaften sind die gleichen wie die des 
tiefer schmelzenden Salzes, aber es enthilt 2 Mol Krystallwasser. 


0,0900, 0,2813 g Subst. verlieren bei 130° i. V. 0,0057, 0,0182 g. 
C,,.H,,0, NSNa-2H,O Ber. H,O 6,28 Gef. H,O 6,33, 6,47. 
4,787, 4,666 mg Subst.: 10,130, 9,810 mg CO,, 3,560, 3,440 mg H,O. — 
3,231, 2,934 mg Subst,: 0,074, 0,071 cem N (18°, 753 mm). 
C,.H,,0,NSNa Ber. C 58,07 H 8,25 N 2,61 
Gef. ,, 57,75, 57,37 ,, 8,82, 8,25 ,, 2,65, 2,81. 





1) Es zeigt keine briiunliche Verfiirbung. Die synthetische Siure soll 
nach Bondi u. Miiller (a. a. 0.) bei 180° in eine briunliche Fliissigkeit 
iibergehen. 

*) Die synthetische Séure soll in kaltem Essigiither leicht léslich 
sein (a. a. O.). 

*) Yamasaki, noch nicht veréffentlicht. 
*) Vahlen, Diese Z. 21, 262 (1895). 
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Spezifische Drehung: 1,590 g Subst., 10 cem Wasser, 2dm; « = + 0,77; 
[a] 2° = + 24,21° 

2.0 g Taurocholat vom Schmelzp. 180° wurden in 50 ccm 
Wasser gelést, mit verdiinnter Salzsiure bis zur Reaktion gegen 
Kongo angesiuert und auf dem Wasserbade 40 Minuten erwirmt. 
Nach dem Erkalten wurde mit Kochsalz ausgesalzen und diese 
Aussalzung noch 2 mal wiederholt. Das dabei abgeschiedene Kry- 
stallisat wurde aus Alkohol und Ather mehrmals umkrystallisiert. 
Es ist gegen Lackmus und Phenolphthalein neutral und schmilzt 
gegen 235°. Seine anderen Eigenschaften stimmen mit denen 
des héher schmelzenden Taurocholates iiberein. 


Zerlegung in Cholsiure und Taurin. 1g Taurocholat wurde 
in 50ccm einer 8°/,igen Kalilauge 18 Stunden gekocht und dann 
mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt. Die aus der Fallung in der 
iiblichen Weise hergestellte Cholsiure schmolz bei 138° und zeigte 
(«]?°=+87° Der Athylester schmilzt bei 162°. Die Ausbeute 
betrug 0,7g, berechnet 0,75. Aus dem Filtrat wurde nach 
Hammarsten!?) Taurin isoliert, Schmelzpunkt gegen 300°. 


Zum SchluB spreche ich Herrn Dr. K. Yamasaki fiir seine 
iiberaus freundliche Hilfe meinen besten Dank aus. 





Uber die Zwischenprodukte 
bei der Hammarstenschen Reaktion der Cholsdure. 
Von 
Kazumi Yamasaki. 


Bei der Untersuchung der Hammarstenschen Reaktion der 
Cholsiure haben Wieland und Bérsch?) beobachtet, daB bei der 
Einwirkung von konzentrierter Salzsiiure auf Cholsiure ein Gemisch 
ungesittigter Siuren entsteht. In einer vorangehenden Mitteilung’*) 
habe ich auf Grund der Ergebnisse mit der modifizierten Hammar- 
stenschen Reaktion meine Ansicht dahin ausgesprochen, daB bei 
der genannten Reaktion eine chromogene Substanz iiber die 
Apocholsiure oder die mit ihr isomere Siure gebildet wird. 





) Hammarsten, Diese Z. 32, 435 (1901). 
*) Diese Z. 110, 143 (1920). 
*) K. Yamasaki, J. of Biochem. 18 (1933), im Druck. 
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Hammarstensche Reaktion der Cholsiure. 


In den vorliegend mitgeteilten Versuchen habe ich mich mit 
der Isolierung der Zwischenprodukte der Reaktion beschiftigt. 
Zuerst wurde nach der Angabe von Wieland und Bérsch ge- 
arbeitet, aber kein befriedigender Erfolg erreicht. Im Verlaufe 
der Untersuchung beobachtete ich dann, da8 die Hammarsten- 
sche Reaktion auch in Salzsiiure—Hisessiglisung gut auftritt und 
daB der Luftsauerstoff die Reaktion betrichtlich fordert. So habe 
ich konzentrierte Salzsiiure auf Cholsiure in Kisessiglésung unter 
AusschluB von Luft einwirken lassen und im Anfangsstadium der 
Reaktion die Zwischenprodukte zu isolieren versucht. Krwartungs- 
gemaiB gelang es, aus dem Reaktionsprodukt die Apocholsiure 
C,,H,,0,, die Dioxycholensiure C,,H,,0, von Bidecker und 
Volk?) und noch eine neue Dioxycholensiure C,,H,.O, vom 
Schmelzp. 198° zu isolieren. Die Isodioxycholensaure, wie ich 
die neue Siure bezeichnen michte, hat eine iiberraschend niedrige 
spezifische Drehung: [@]j,° = +5,92° (in Alkohol). Sie enthilt eine 
gegen katalytisch erregten Wasserstoff recht bestiindige Doppel- 
bindung, ‘hnlich wie die Apocholsiure, doch bildet sie keine 
Molekularverbindung mit Lésungsmitteln oder mit anderen Sub- 
stanzen. Bei Zugabe von verdiinnter Brom—Kisessiglisung firbt 
sie sich in Hisessiglésung prachtvoll blau, was bei den anderen 
Dioxycholensaéuren nicht der Fall ist. Bemerkenswert ist auch, 
daB der Ester der neuen Saéure in atherischer Lésung von 25°/,-iger 
Salzsiurelésung aufgenommen wird und daf sich die Siureschicht 
sofort prachtvoll blau fairbt, genau wie beim Violaxanthin.’) 

Nun erhebt sich die Frage, ob die Iso-dioxycholensiure ent- 
weder durch die wasserabspaltende Wirkung der konzentrierten 
Salzsiure direkt aus Cholsdure, oder iiber einige Vorstufen gebildet 
wird. Neuerdings haben Wieland und Dane’) behauptet, daB die 
Doppelbindung der Dioxycholensiure mit Sicherheit zwischen C, 
und ©, und die der Apocholsiure héchstwahrscheinlich zwischen 
C, und C,, vielleicht auch zwischen C, und C,, im Gallensiure- 
molekiil liegen miisse. Wenn diese Annahme richtig ist, so kann 
man naturgeméB noch eine isomere Dioxycholensiure erwarten, 
die eine Doppelbindung zwischen zwei tertiiiren Kohlenstoffatomen 
besitzt und die also gegen katalytische Hydrierung bestiindig sein 


’) Bodecker, Ber. chem. Ges. 53, 1852 (1920); Bédecker u. Volk, 
Ber. chem. Ges. 54, 2489 (1921). 
; *) Kuhn u. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1932); vel. 
Yamasaki, J. of Biochem. 18, (1933), im Druck. 
) Diese Z. 212, 263 (1932). 
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kénnte. Ich habe zuerst versucht, ob Apocholsiure in die isomere 
Siure iiberfiihrt werden kann. Diese Umlagerung gelingt ohne 
besondere Schwierigkeiten durch Behandeln mit starker Salzsiiure, 
so daB man annehmen kann, daf die Iso-dioxycholensiure in der 
Hammarstenschen Reaktion nicht das erste Reaktionsprodukt, 
sondern ein Umlagerungsprodukt der Apocholséure darstellt. Und 
wenn man die Doppelbindung der Apocholsaéure zwischen C, und 
C, im Gallenséuremolekiil annehmen will, so bleibt nur die Stellung 
zwischen ©, und C,, fiir die Iso-dioxycholensiure iibrig. 

Apocholsiure und Dioxycholensiiure wurden jetzt auch durch 
Einwirkung von Antimontrichlorid auf Cholsiure erhalten, ebenso 
wie friiher durch Zinkchlorid.1) Wenn man die Cholsaiure mit 
geschmolzenem Zinkchlorid oder auch mit Antimontrichlorid 
in Kisessig (in Probierréhrchen) kocht und dann bei Zimmer- 
temperatur stehen laBt, so erhailt man blauviolette Liésungen mit 
demselben Absorptionsband wie bei der Hammarstenschen 
Reaktion. Die in der vorangehenden Mitteilung erwihnte Annahme 
wurde also bestitigt; es kénnen sowohl die Apocholsiure, als auch 
die mit dieser isomere Siure als Zwischenstufen der Hammarsten- 
schen und verwandter Reaktionen aufgefaBt werden; sie werden 
durch die wasserabspaltende Wirkung der genannten Chloride 
sowie der Salzsiure aus Cholsiiure gebildet und nach irgendeiner 
weiteren Umformung in die chromogene Substanz?) iiberfiihrt, die 
sich in 25°/,iger Salzsiurelésung blauviolett farbt. 


Beschreibung der Versuche. 


Einwirkung von Salzséure auf Cholsiure. In eine Lésung von 
je 10g krystallalkoholhaltiger Cholsiure in 30 ccm Hisessig wurden 
150 ccm konzentrierte Salzsiiure (30°/,) eingegossen. Man leitete 
mindestens 10 Minuten lang Stickstoff oder Kohlensiure*) durch 
die Liésung und lieB verschlossen bei 20—80° unter éfterem 
Schiitteln 3 Stunden stehen. Dann wurde der rotstichig gelbe, ge- 
tribte Kolbeninhalt in kaltes Wasser abgegossen und unter Umriihren 


1) Ber. chem. Ges. 53, 1852 (1920). 
*) Ob die Iso-dioxycholensiure als die chromogene Substanz in der 
Hammarstenschen Reaktion betrachtet werden kann, steht noch nicht fest. 
*) Wenn man dabei die Luft nicht ausschlieBt, so erhalt man eine pracht- 
voll blauviolette Lésung mit einer Absorptionsbande um die D-Linie, genau 
wie bei der Hammarstenschen Reaktion; und zwar ist die Ausbeute an 
krystallisierten Reaktionsprodukten geringer als beim Luftausschlub. 
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so lange Soda oder Natriumhydroxyd hinzugesetzt, bis das Gemisch 
gegen Kongo nahezu neutral reagierte. Das dabei abgeschiedene 
Reaktionsprodukt wurde abgesaugt und gewaschen. Man kocht 
mit 5°/,iger Kalilauge eine Stunde und trocknet die gut gewaschene 
freie Siure an der Luft und darauf im Exsiccator. Das so er- 
haltene schwach gelbe Produkt (8,8 g) wurde mit der 17/, fachen 
Menge Ather durchgerihrt und iiber Nacht stehen gelassen. Nach 
vollstindiger Entfernung des Lésungsmittels wurde der Riick- 
stand in der Kalte mit der 2fachen Menge absoluten Alkohols 
digeriert. Er bestand hauptsichlich aus unverainderter Cholsiure.’) 
Das alkoholische Filtrat wurde im Vakuum verdampft und der 
Riickstand durch Zusatz von Xylol sogleich in einen Krystallbrei ver- 
wandelt, der abgesaugt, nacheinander mit Xylol undAther gewaschen 
und getrocknet wurde. Die Ausbeute betrug etwa 1,8 g. 

Der Krystallbrei wurde nochmals mit der 2fachen Menge 
absoluten Alkohols digeriert und in zwei Fraktionen geteilt: 
der Riickstand wird als Fraktion A, das Filtrat als Fraktion B 
bezeichnet. Die erstere (0,6 g) krystallisierte in prismatischen 
Nadeln oder Tafeln, schmolz unscharf bei 164—167° und ergab 
keine Myliussche Reaktion. Nach dem Abdampfen des Lésungs- 
mittels von Fraktion B wurde der Riickstand mit Xylol durch- 
gerithrt und der abgeschiedene Krystallbrei abgesaugt (0,7 g). 
Durch viermalige Wiederholung des obenerwaihnten Versuchs wurden 
von Fraktion A 2,5g und von Fraktion B 2,1 g Krystalle erhalten. 

Dioxycholensaure. Fraktion A wurde aus der 2—5fachen Menge 
Eisessig 4mal und dann aus Alkohol 5mal umkrystallisiert. Die so gereinigte 
Siure schmilzt bei 248—252°. Der aus der Siure mit Diazomethan dar- 
gestellte Ester schmilzt, aus Methanol mehrmals umkrystallisiert, bei 93—95°. 
Der Mischschmelzpunkt mit reinem Dioxycholensiure-ester von Bidecker 
und Volk zeigt keine Depression. 

4,668, 4,747 mg Subst.: 12,530, 12,755 mg CO,, 4,110, 4,210 mg H,0. 

C,5H yO, Ber. C 74,20 H 9,97 
Gef. ,, 73,21, 73,43 ,, 9,85, 9,94. 

Der Ester wurde mit methylalkoholischer Kalilauge verseift und die 
freie Siiure aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Die in 
Prismen oder Tafeln krystallisierende Sdiure schmilzt bei 255—256° (unkorr.). 


Der Mischschmelzpunkt mit Dioxycholensiiure von Bédecker und Volk 
zeigt keine Depression. 


4,426, 4,342 mg Subst.: 11,985, 11,740 mg CO,, 3,920, 3,850 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 73,79 H 9,82 
Gef. ,, 73,90, 73,93  ,, 9,91, 9,94. 





1) Es “gelang nicht, Dioxycholensiiure aus dem Cholsiuregemisch zu 
solieren. 
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Spezifische Drehung: 0,0217 g Subst., 10 cem absoluter Alkohol, 2 dm; 
a =-+0,25° [a]4) = + 57,60. ; 

Die Sdure ist in Alkohol und Eisessig schwer, in Ather nicht léslich, 
Sie gibt keine Myliusreaktion, dagegen eine modifizierte Hammarsten- 
sche Reaktion. Sie addiert Brom und entfirbt Kaliumpermanganatlésung, 

Apocholsdure. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus His. 
essig schmilzt die Saéure aus Fraktion B bei 162—177°% Sie 
enthalt offenbar neben der Apocholsiure noch Dioxycholensiure, 
Deshalb wurde sie mit der 2fachen Menge absoluten Alkohols 
digeriert. (Der Riickstand bestand hauptsichlich aus Dioxycholen- 
siure.) Versetzt man das alkoholische Filtrat mit Xylol und 
Wasser, so krystallisierte in langgestreckten Prismen die Xylol- 
verbindung, die bei 165—168° schmolz. Nach mehrmaligem Un- 
krystallisieren aus verdiinntem Alhohol verliert sie das Xylol und 
die getrocknete Siéure sintert bei 168° und schmilzt bei 170 
bis 171% Der Mischschmelzpunkt mit der Apocholsaure von 
Bédecker zeigt keine Depression. 

4,740, 4,714 mg Subst.: 12,850, 12,795 mg CO,, 4,240, 4,250 mg H,0. 

C,,H,.0, Ber. C 73,79 H 9,82 
Gef. ,, 73,98, 74,05  ,, 10,02, 10,09. 

Spezifische Drehung: 0,0506 g Subst., 5 cem absoluter Alkohol, 1 dm; 
a= +0,46°, [o0)]2° = + 45,45.) 
_ Die Saure lést sich in Alkohol leicht, in Eisessig ziemlich schwer, in 
Ather und Xylol gar nicht. Sie zeigt keine Myliussche Reaktion, aber 
eine modifizierte Hammarstensche Reaktion. Sie addiert Brom und 
entfiirbt Kaliumpermanganatlésung. Der mit Diazomethan dargestellte und 
aus Methanol umkrystallisierte Ester schmilzt bei 86—87°. 

4,550, 4,621 mg Subst.: 11,950, 12,100 mg CO,, 3,970, 4,070 mg H,0. 

C,,H,,.0,-CH,OH Ber. © 71,49 H 10,16 
Gef. ,, 71,65, 71,45 ,, 9,76, 9,85. 

Iso-dioxycholensiure. Aus dem essigsauren Filtrat von Frak- 
tion B wurde eine teilweise krystalline, teilweise harzige Masse 
durch Zugabe von Ather und Wasser erhalten. Sie ist schwer 
krystallisierbar. Doch wurde durch die Entmischung von Ather 
und Kisessig und nach dem freiwilligen Abdampfen des Athers 
ein Krystallgemisch erhalten, in dem mikroskopisch zwei von- 
einander verschiedene Krystallformen beobachtet wurden. Die eine 
von diesen ist prismatisch (Apocholsiiure), die andere erscheint 
in hexaedrischen Nadeln und erinnert an Alkohol-choleinsiure. 
Durch mehrmaliges Umkzystallisieren aus verdiinntem Alkohol 


‘) Dieser Wert stimmt nicht mit dem von Bédecker, aber gut mit 
dem von Wieland u. Deulofeu (Diese Z. 198, 127 [1931]) iiberein. 
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Hammarstensche Reaktion der Cholsiure. 





im; | wurde die letztere (etwa 0,1 g) rein erhalten. Sie schmilzt bei 
ua 5 197—198° wie Cholsiiure, doch zeigt der Mischschmelzpunkt mit 
- ) Cholsiure eine deutliche Depression (179—189°). 


2L- 

ng, | 4,677, 4,981 mg Subst.: 12,545, 13,210 mg CO,, 4,090, 4,280 mg H,0. | 

g | C4H5 504 Ber. C 73,79 H 9,82 | 

— Gef. ,, 73,32, 73,26 ,, 9,81, 9,71. 

| Titration: 34,8 mg Subst. verbrauchten 1,52 cem 0,0522 n-KOH. 

ea Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 390 Gef. 388. 

: y Spezifische Drehung: 0,0676 g Subst., 10 ccm absoluter Alkohol, 1 dm; 

oe a =+ 0,04 [a]2° = + 5,92°% 

- Die Siure lést sich in Eisessig und Alkohol in der Kilte schwer, in der 

ol- Wirme leicht. Sie scheint mir in den Léslichkeitsverhiltnissen zwischen 

m- | Apocholsiure und Dioxycholensiiure zu stehen. In Ather und Chloroform ) 

nd ist sie nicht léslich. Sie krystallisiert frei vom Lésungsmittel; Krystallform 

70 hexaedrische Nadeln. Sie entfirbt Permanganatlésung sofort. GieBt man 

| } die gleiche Menge von Bromeisessiglésung (0,5°/,) in die Eisessiglésung 

= der Siiure, so verschwindet sogleich die gelbe Farbe der Bromlésung, und 
bemerkenswerterweise findert sich die Farbe der Lisung ziemlich rasch in 

0 der Reihenfolge: purpur—prachtvoll blau—gelb—farblos; ein Absorptions- 

= band liegt in der Niihe der D-Linie. Die neue ungesittigte Siure nimmt keinen 





Sie gibt keine Myliussche, aber die modifizierte Hammarstensche Re- 


™m; aktion. In Essigsiureanhydrid-Schwefelsiure firbt sie sich gelb, dann bald 
carminrot. Bei der Verdiinnung mit Wasser schligt diese Farbe der Lisung 
in in eine olivgelbe um. 


Der mit Diazomethan hergestellte Methylester der Siure wurde nicht 
krystallinisch erhalten. Aus iitherischer Lésung wird der Ester von 25°/,iger 
nd | Salzsiiure- bzw. 55°/,iger Schwefelsiurelésung herausgenommen, wobei die 
Siiureschicht sofort oder allmahlich eine intensiv blaue Farbe zeigt. Diese 
blaue Lésung zeigt 2 Absorptionsbanden, und zwar liegt eine schmalere 
zwischen 620 und 640 mu und verschwindet ziemlich rasch (nach etwa 
15 Minuten), wihrend die andere breitere, zwischen 560 und 600 mu liegende, 
bestiindig ist. Die blaue Farbe hilt etwa 20 Minuten an. 


Wasserstoff bei katalytischer Hydrierung auf (Pt-Oxyd oder Pd-Schwarz). 


Iso-dioxycholensiure aus Apocholsiure. 


Y 
a iA i maa 


4g Kisessig-Apocholsiure wurden in 12 ccm Eisessig gelést, 
” und nach Entfernung der Luft durch Kohlensiure wurden vor- 
sichtig unter Schiitteln 24 ccm rauchende Salzsiiure (D:1,2) zu- 
“i gesetzt und der Kolben gut verschlossen. So entstand plétzlich 





™ eine braunlich gelbe, klare Lisung, die unter dfterem Schiitteln | 
nt bei 20° stehen gelassen wurde. Nach 11/, Stunden wurde der 
is briunlich rétliche, getriibte Kolbeninhalt in kaltes Wasser ge- 
ol gossen und so viel Soda hinzugesetzt, daB die Reaktion gegen 
it Kongorot fast neutral ward. Der dabei abgeschiedene Nieder- 


schlag wurde in 5°/ iger Kalilauge gelist und auf dem Wasser- 
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bade 1 Stunde erwarmt. Nach dem Erkalten wurde die Lisung 
angesauert. Die ausgefiallte Masse wurde abgesaugt und getrocknet, 

Die getrocknete Substanz (3,6 g) blieb tiber Nacht mit der 
11/, fachen Menge Ather stehen. Die in Ather nicht geldéste Sub- 
stanz (2,4 g) wurde mit der 2fachen Menge absoluten Alkohols 
in der Kalte digeriert und abgesaugt.’) Die Ausbeute betrug 0,7 ¢, 
Nach einmaligem Umkcystallisieren aus der 20fachen Menge 
Essigester wurde die isomere Saure noch mehrmals aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 196—197°. Der Mischschmelz- 
punkt mit der Iso-dioxycholensiure zeigt keine Depression. 

5,090 mg Subst.: 13,720 mg CO,, 4,470 mg H,0. 

C,H, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,45 H 9,80. 

Spezifische Drehung: 0,0840 g Subst., 10 cem absoluter Alkohol, 2 dm: 
a =+0,11°, [a]}® = + 6,55° 

Auch im iibrigen Verhalten vollkommene Ubereinstimmung mit der 
aus Cholséure erhaltenen Iso-dioxycholensdure. 


Einwirkung von Antimontrichlorid auf Cholsaure. 


In 45 cem Eisessig wurden 17 g krystallalkoholhaltige Chol- 
siure und 8 g gereinigtes Antimontrichlorid eingetragen und vor- 
sichtig 45 Minuten auf dem Sandbade gekocht. Nach dem Er- 
kalten wurden die Reaktionsprodukte nach der Vorschrift yon 
Bédecker und Volk behandelt. Bemerkenswert ist allerdings, dai 
man aus der Fraktion, die die Dioxycholensaure enthalten sollte, 
manchmal diese Saure nicht isolieren konnte; dagegen wurde in 
der Apocholsiure-Fraktion stets sowohl Apocholsaure als auch 
Dioxycholensiure aufgefunden. 

Digerierte man die Apocholsiure-Fraktion (6,2 g) in der 
Kalte mit der 2fachen Menge absoluten Alkohols, so konnte man 
sie in 2 Fraktionen zerlegen. 

Dioxycholensaure. Aus dem in Alkohol schwer ldslichen Riickstand 
(2,6 g) wurde nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Eisessig und Alkohol 
die noch zu tief schmelzende Dioxycholensiure (289—244° gewonnen (0,5 g). 
Die iiber den Methylester gereinigte Sdure krystallisiert in prismatischen 
Nadeln vom Schmelzp. 255—256° (unkorr.) und gibt mit der reinen Dioxy- 
cholensiiure, die ebenfalls bei 255—256° schmilzt, keine Depression. 

4,690, 4,741 mg Subst.: 12,660, 12,835 mg CO,, 3,990, 4,190 mg H,0. 

C.,H,,0, Ber. C 73.79 H 9,82 
Gef. ,, 73,66, 73,83 ,, 9,52, 9,89. 





*) Aus dem alkoholischen Filtrat erhalt man die unverinderte Apo- 
cholsiure. 
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Spezifische Drehung: 0,0483 g Subst., 10 cem absoluter Alkohol, 2 dm; 
a = + 0,62°, [a]}9 = + 64,18 °%?) 


Apocholsaure. Aus dem Filtrat der Dioxycholensiure wird iiber die 
Xylolverbindung die Apocholsiure erhalten. Reinigung durch Behandeln 
mit Alkohol, wie oben beschrieben. Schmelzp. 172—174°. 

4,975, 4,573 mg Subst.: 13,500, 12,380 mg CO,, 4,340, 4,010 mg H,0. 

C,,Hy30, Ber. C 73,79 H 9,82 
Gef. ,, 74,14, 74,01 ,, 9,78, 9,83. 

Spezifische Drehung: 0,0638 g Subst., 10 cem absoluter Alkohol, 2 dm; 

a = + 0,58°, [a]2° = + 45,45°% 


Die Eigenschaften der Siure stimmen gut mit denen der Apocholsiure 
Boédeckers tiberein. Der Ester schmilzt nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren bei 86—88°, genau wie Bédecker angibt. 


Uber Tetraoxy-bufostan, einen vierwertigen Alkohol C.,H,,0, 
aus Wintergalle von Kriten. 
Von 
Hiroshi Makino. 


Nach den Untersuchungen von Oikawa?), Windaus, Berg- 
mann und Kénig*) und Tschesche‘) ist das Scymnol') C,,H,,0, 
aus Haifischgalle als ein Zwischenprodukt zwischen Sterinen 
und Gallenséure anzusehen. 

Vor einiger Zeit hat Okamura®) aus der Wintergalle der 
Kréten ein Isomeres der Desoxycholsiure, Bufo-desoxycholsiiure, 
als Dehydro-bufodesoxycholsiiure C,,H,,O0, isoliert. 

Ich habe diese Arbeiten wieder aufgenommen und dabei aus 
der Wintergalle von Kréten (Bufo vulgaris japonica) einen héheren 
Alkohol C,,H,,O,, der zugleich dem Cholesterin und der Chol- 
siure ihnlich ist und auch als eine Ubergangsform zwischen Sterinen 
und Gallensiuren betrachtet werden diirfte, gewonnen. Der neue 
Alkohol addiert kein Brom und kann katalytisch nicht hydriert 


1) Dieser Wert ist zwar ziemlich viel héher als der von Bédecker 
und Volk, doch handelt es sich sicher um die Dioxycholensiure. 

*) J. of Biochem. 5, 63 (1925). 3) Diese Z. 189, 148 (1930). 

‘) Diese 203, 263 (1931). 5) Diese Z. 24, 322 (1898). 

°) J. of Biochem. 8, 35 (1928); 10, 5 (1928); 11, 103 (1929). 
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werden. Er zeigt die Pettenkofersche und die von Yamasaki}) 
modifizierte Hammarstensche Reaktion, aber nicht die Lieber- 
mann-Burchardsche und Salkow skisdhe Reaktion. In dieser 
Beziehung verhilt er sich ahnlich wie manche Gallensiuren. Mit 
Essigsiureanhydrid entsteht ein Tetracetylderivat C,.H,.O., das 
aber nicht krystallisiert erhalten wurde. 

Durch Oxydation der Substanz mit Chromsiureanhydrid er- 
halt man eine Monocarbonsiure C,,H,,0,, die einen gut krystalli- 
sierten Methylester und ein Methylestertrioxim C,,H,;O,N, liefert. 
Der Alkohol C,,H,,O, enthielt also urspriinglich eine primiire 
und drei sekundire Alkoholgruppen, und durch Oxydation mit 
Chromsiure wird eine Triketo-monocarbonsiure erhalten. Die 
primire Alkoholgruppe haftet an der Seitenkette des Molekiils 
und zwar wabhrscheinlich in der Isopropylgruppe. Der Alkohol 
steht in seinen Kigenschaften den Gallensiuren nahe, hat aber 
die gleiche Kohlenstoffzahl wie Cholesterin und Scymnol. Ich 
méchte den neuen Alkohol ,,Tetraoxy-bufostan“ nennen. 


AuBerdem wurde noch Cholesterin in der Krétengalle nach- 
gewiesen, dessen Gegenwart schon von Okamura (1928)*) wahr- 
scheinlich gemacht worden war. 


Beschreibung der Versuche. 


Etwa 800 ccm Wintergalle von Kréten wurden durch Alkohol 
yon Mucin befreit und auf dem Wasserbade eingedampft. Die 
dunkelbraun gefirbte dicke Fliissigkeit wurde mit warmer Soda- 
lésung schwach alkalisch gemacht und mit Ather erschépfend 
extrahiert. 


Aus dieser Atherlésung wurde ein rétlich gelbes Ol erhalten, das ge- 
trocknet wurde (4,53 g). Dieses Gallenfett wurde in wenig Ather wieder 
gelést und durch Zusatz der 10 fachen Menge Petrolither wurde ein gelb- 
lich roter Niederschlag abgeschieden. Der aus der Ather- und der Petrol- 
iitherlésung erhaltene Riickstand wurde mit 5°/,iger alkoholischer Kali- 
lauge 3 Stunden verseift und, nach Verdiinnen mit Wasser, wieder aus- 
gei ithert. Der Atherauszug wurde mit Wasser gut gewaschen und daraus 
ein Krystallbrei erhalten, der aus Alkohol oder Aceton in perlmutter- 
glinzenden Tafeln krystallisierte und bei 148,5° schmolz. Die Ausbeute 
betrug insgesamt 0,445 g. Die Krystalle sind in Ather leicht, aber in 
kaltem Alkohol schwer léslich und zeigen die Salkowskische und Lieber- 
man iisiusumnemees Reaktion. 


') J. of Biochem. 18, (1933), noch im Druck. 
2 280, 
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Spezifische Drehung: 56 mg Subst. in 10 cem Ather, 2dm, « = — 0,34° 
| [a]2° = — 30,3°% 
4 Nach diesen Befunden kann es sich nur um Cholesterin handeln. 


P : Zur Sicherheit wurde noch das Dibromadditionsprodukt dargestellt, das — 
it | genau wie das des Cholesterins — bei 122° schmolz. 
Ss @ Tetraoxy-bufostan. Die von Schleim und Gallenfett befreite, 


dunkelbraune, schwach alkalische Fliissigkeit wurde durch Satti- 
o gung mit Kochsalz ausgesalzen, dann filtriert und mit gesittigter 


i- Kochsalzlisung ausgewaschen. Die gallertartige wiBrige Lisung | 
t, . des Riickstands wurde unter Umriihren mit Kochsalz versetzt, 
€ bis sie etwa 3°/, davon enthielt, und die so entstandene weibe | 
it Fallung abfiltriert. Die Fallung wurde noch 2 mal in der gleichen | 
e Weise behandelt, getrocknet und dann mit absolutem Alkohol 
3. extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde auf dem Wasserbade ab- 
YI gedampft und in Wasser aufgenommen. Die gallertartige Fliissig- 
Y keit wurde mit verdinnter Salzsiure gefallt, filtriert und ge- 
;  trocknet. Dieses fast rein weiBe Pulver wurde bei Zimmer- 


temperatur mit Ather digeriert, und der von dem in Ather leicht 
lislichen Teil befreite Riickstand im Exsiccator getrocknet. Die 
Ausbeute betrug 5,24 g. 

Die gereinigte, weibe, matte Substanz krystallisiert aus Aceton 
und Alkohol schwer. Die heiBe alkoholische Lésung wurde unter 
Zusatz von sehr wenig Essigiither bei Zimmertemperatur mehrere 
_ Tage lang stehen gelassen, Dabei schieden sich Krystalle in 
1 _ Form von dicken Prismen auf dem Boden des GefiiBes, und zwar 
unter der amorphen flockigen Masse, ab. Die Krystalle wurden 
durch Dekantieren abgetrennt und mit kaltem Alkohol gewaschen. 
i Der von der krystallisierten Masse abgetrennte amorphe Teil 
wurde mehrmals in der gleichen Weise zur Krystallisation ge- 
bracht. Die Ausbeute betrug insgesamt 1,26¢. Die aus Alkohol 
erhaltenen Krystalle schmelzen scharf bei 230°. Aus absolutem 
Alkohol werden dicke matte Prismen, aus verdiinntem Alkohol 
kurze prismatische Nadeln erhalten. Sie sind in Athylalkohol, 

Methylalkohol, Eisessig und Aceton ziemlich schwer léslich, kaum 

léslich in Essigitther, Ather, Petrolither und Wasser. Sie sind ge- 

schmacklos, geben Pettenkofersche (beim Verdiinnen mit Alkohol | 

: sind spektroskopisch 2 Absorptionslinien sichtbar: die eine zwischen 
525—550 mp, die andere zwischen 600—610 mu) und von Yama- 
saki modifizierte Hammarstensche Reaktion, aber keine Lieber- 

, om ann-Burchardsche und keine Salkowskische Reaktion. Brom 

wird nicht addiert, Kaliumpermanganatlisung nicht entfirbt. Die 
\\rystalle sind in alkoholischer Lésung gegen Lackmus neutral. 
4* 
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Spezifische Drehung: 20 mg Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 
2dm, a= +0,15°; [a]2° = + 37,5". 
4,694, 4,982 mg Subst.: 12,750, 13,560 mg CO,, 4,560, 4,830 mg H,0. . 





C,,H,,O, | Ber. C 74,25 H 11,09 ss 
Gef. ,, 74,10, 74,26 ,, 10,87, 10,85. 
Molekulargewicht nach Rast: 0,340, 0,200 mg Subst. in 4,110, 5,310 mg ; 


Campher, Depression 7,9, 3,7°. 
C,,H,,0, Ber. M 436 Gef. M 418, 407. 
0,2438 g Subst. wurde mit 10°/, iger alkoholischer Kalilauge 20 Stunden 


lang verseift; es wurde das Ausgangsmaterial unverindert zuriickerhalten, 
Schmelzp. 230°, keine Depression. 


Spezifische Drehung: 20mg Subst. in 10 ccm absolutem Alkohol, 
2dm, a = +0,15°; [a] 2° = + 37,5°. 


4,916, 4,640 mg Subst.: 13,360, 12,630 mg CO,, 4,800, 4,550 mg H,0. 3 
C.;H,,0, Ber. C 74,25 H 11,09 : 

Gef. ,, 74,15, 74,27  ,, 10,93, 10,97. I 
Tetracetyl-tetraoxybufostan. 0,17 g¢ Subst. wurden mit 3cemEssig, —— 
siureanhydrid und 0,35g frisch geschmolzenem Natriumacetat 3 Stunden . i 
lang auf dem Wasserbade erwirmt und nach Zusatz von kaltem Wasser Be: 


iiber Nacht stehen gelassen. Die ausgeschiedene farblose Masse wurde 
filtriert und im Exsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet. Die Masse 
konnte aus keinem organischen Liésungsmittel krystallisiert werden. Sie 
ist in Athylalkohol, Methylalkohol, Aceton, Chloroform, Ather, Essigiither, i 
Petrolither und Eisessig leicht léslich, aber unléslich in Wasser. Nach dem k 
Trocknen im Exsiceator tiber Schwefelsiure schmilzt sie bei 52—55° | 1 
4,360 mg Subst.: 11,170 mg CO,, 3,710 mg H,0. S 
C,,H,.0, Ber. C 69,49 H 9,34 Gef. C 69,86 H 9,52. it 
Nach 2 stiindigem Kochen mit 7 °/,iger alkoholischer Kalilauge wurde , 4 
die acetylfreie Verbindung vom Schmelzp. 230° zuriickerhalten. 3 
Triketo-monocarbonsaure. 0,5 ¢ des Alkohols C,,H,,O, wurde a 
unter Erwirmen in 5ccm Kisessig gelést, abgekiihlt, mit Chrom- : 
siurelésung (0,5 g Chromsiureanhydrid in wenig Wasser und 
45 ccm Eisessig) unter Umriihren tropfenweise versetzt und 1 Stunde 
stehen gelassen. Die Temperatur stieg dabei nicht iiber 20° 
Dann wurde das Oxydationsprodukt mit Wasser ausgefillt, ab- 
gesaugt und mit Wasser gut gewaschen. Das getrocknete Pro- | ( 
dukt wurde in wenig Alkohol gelist, die Liésung mit Kali- d 
lauge schwach alkalisch gemacht und nach Zusatz von Wasser 
filtriert. Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiure angesiuert, 4 
die Fallung abgesaugt und nach dem Trocknen mehrmals aus ver- f 
diinntem Aceton oder aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 
Die Ausbeute betrug etwa 0,3 g. C 


emg 
a 











mg 
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Die so erhaltenen, etwas gekriimmten Nadeln sind in Athylalkohol, 
Methylalkohol, Aceton und Chloroform leicht léslich, in Essigither ziem- 
lich leicht, in Ather ziemlich schwer, aber in Petrolither und Wasser kaum 
loslich. Sie schmelzen bei 221—222°. Gegen Permanganat bestindig, 
Brom wird nicht addiert. 

Spezifische Drehung: 50 mg Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 
2dm, a= +0,31°; [a]29 = + 31° 

4,760, 4,200 mg Subst.: 12,730, 11,220 mg CO,, 3,820, 3,400 mg H,0. 

C,,H,,O; Ber. © 72,92 H 9,07 
Gef. ,, 72,97, 72,90 ,, 8,98, 9,06 

Titration: 29,7, 22,6 mg Subst. brauchten 0,7 cem n/10-, 1,03 ecm 
n/20-NaOH. 

Aquivalent fir C,,H,,0, Ber. 444 Gef. 424, 439. 

Athylester der Saure. 0,4g Triketomonocarbonsiure wurden in 
30 ecm absolutem Alkohol gelést, die Lésung mit trocknem Salzsduregas 
gesiittigt, im Vakuum eingeengt und nach Zusatz von Wasser ausgeithert. 
Der Atherauszug wurde wiederholt mit Wasser gewaschen und der nach 
Abdunsten des Athers erhaltene Riickstand getrocknet. Nach wiederholtem 
Umlésen aus verdiinntem Alkohol wurden 0,038 g erhalten. Der Ester ist 
leicht léslich in fast allen organischen Loésungsmitteln; er konnte nicht 
krystallisiert erhalten werden. 

Athylester-trioxim der Sdure C,,;H,,0,. 0,03 g nicht krystalli- 
sierter Athylester der Siiure wurde in 20 com Aikahiol gelést und 
mit einer Lésung von 0,02 g Hydroxylaminchlorhydrat ana 0,06 g 
krystallisiertem Natriumacetat in 20 com Wasser auf dem Wasser- 
bad 3 Stunden lang erwirmt. Beim Zusatz von Wasser schieden 
sich Krystalle ab. Das Rohprodukt betrug etwa 0,03 g. Es wurde 
mehrmals aus verdiinntem Alkohol, Alkohol und Petroliither oder 
absolutem Alkohol umkrystallisiert. 

Aus verdiinntem Alkohol krystallisiert es in Blattchen, aus 
absolutem in Prismen. Es schmilzt unter briiunlicher Vertirbung 
bei 218° 

2,546 mg Subst.: 0,176 eem N (18,5°, 753 mm). 

C,,H,,0,N, Ber. N 8,12 Gef. N 7,88. 

Methylester der Séure C,,H,,0,. 0,05 g Triketo-monocarbonsiure 
wurde in wenig Methylalkohol gelist, mit Diazomethan versetzt, 
die Lésung eingeengt und getrocknet. Dann wurde aus ver- 
diinntem Methylalkohol umkrystallisiert. 

Die so erhaltenen Prismen sind leicht léslich in Methyl- 
alkohol, Ather und Petrolither. Schmelzp. 198—199° unter Gelb- 
firbung. 

4,621 mg Subst.: 12,400 mg CO,, 3,880 mg H,0. 


C..H 4,0, Ber. C 73,31 H 9,23 Gef. C 73,22 H_ 9,40. 
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Methylester-trioxim der Saure C,,H,,0,. 0,02 g Methylester de; 
Sdiure wurde in 10 cem Methylalkohol gelést. Die weitere Behandlung 
enau wie beim Athylester. Es wurde aus verdiinntem oder aus absolutem 
Methylalkohol umkrystallisiert. 

Aus verdiinntem Methylalkohol krystallisieren gliinzende Blittchen, 
aus absolutem dicke Prismen. Schmelzp. 214—215° unter Braunfirbung. 

2,277 mg Subst.: 0,154 cem N (18°, 753 mm). 

C,,H,;0;N; Ber. N 8,35 Gef. N 7,73. 


Antirachitische Wirkung der '-Cholsaure.’) 
Von 


Takahisa Kikuzawa. 


Vor kurzem hat Uraki?) beobachtet, daB der Cholsiituremethy|- 
ester durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht in isomeren 
8-Cholsiuremethylester umgewandelt wird, in dem eine sekundiire 
Alkoholgruppe im Cholsauremolekiil sterisch umgelagert ist. Um 
festzustellen, ob dieser bestrahlte Cholsiureester und f-Cholsiure- 
ester auch antirachitisch wirksam waren, wurden biologische Ver- 
suche an Ratten angestellt und die rachitische Verinderung der 
Knochen sowohl réntgenologisch als auch histologisch untersucht. 
Es wurden 7 Gruppen yon jungen Ratten vom Kérpergewicht 
25—40 g mit der rachitischen Kost Nr. 3143 nach Mc Collum* 
unter Zusatz von bestrahltem «-Cholsiiuremethylester oder ?-Chol- 
siuremethylester in verschiedenen Mengen 26—53 Tage lang ge- 
fiittert. Es zeigte sich, daB der bestrahlte e-Cholsiiuremethylester 
(2 mg pro Tag) und f-Cholsiuremethylester (20 mg pro Tag) eine 
schwache antirachitische Wirkung haben. 


Experimenteller Teil. 


Zum Versuch wurden 37 junge Ratten vom Kérpergewicht 
25—40 g in 7 Gruppen geteilt und im warmen (15—26%, dunklen 


‘) Photobiologische Eigenschaften der Gallensiuren II. 
*) Diese Z. 207, 16 (1932). 
*) Me Collum, Simmonds, Shipley u. Park, J. of biol. Chem. 4%, 


507 (1921). 
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Zimmer, wihrend der Zeit zwischen Dezember und April, 26 bis 
53 Tage lang je einzeln im Kifig mit der rachitischen Kost Nr. 3143 
nach Mc Collum geziichtet. Die 1. Gruppe von Ratten wurde 
als Kontrolle nur mit der rachitischen Kost, die zweite mit der- 
selben unter Zusatz von 2 mg des G6ligen verserften, bestrahlien 
a-Cholsiuremethylesters und die dritte unter Zusatz von 20 mg 
desselben gefiittert. Die 4. Gruppe erhielt als Zusatz 2 mg, die 
fiinfte 20 mg bestrahlten a-Cholsdwremethylester, die sechste er- 
hielt 2 mg und die siebente 20 mg (-Cholsiéuremethylester. Vor 
dem Abtéten wurden die Ratten réntgenologisch untersucht, 
und danach wurde das Skelett bzw. die obere Tibia-epiphyse 
anatomisch und histologisch untersucht, und zwar mit Formalin 
fixiert und mit Millerscher Lisung 15—20 Tage lang entkalkt; 
die Gefrierschnitte wurden mit Hiamatoxylin—Eosin doppelt 
gefirbt. 


Ergebnisse. 


Unter 10 Kontrolltieren, die 24—43 Tage lang mit rachitischer Kost 
geziichtet waren, zeigten 7 Ratten unter Zunahme ihres Kérpergewichtes 
sowohl réntgenologisch als auch anatomisch-histologisch typische rachitische 
Knochenverinderungen, wihrend die drei anderen unter Wachstumshemmung 
mit Ernihrungsstérung réntgenologisch und anatomisch keine typische, histo- 
logisch aber eine schwache rachitische Verinderung aufwiesen. 

Unter den unter Zusatz von 2 mg hydrolysiertem, bestrahltem «-Chol- 
siiuremethylester geziichteten 17 Ratten der 2. Gruppe starben 13 Ratten 
innerhalb von 10 Tagen, die vier anderen lebten unter Zunahme des K6rper- 
gewichtes 22—53 Tage und zeigten sowohl réntgenologisch als auch ana- 
tomisch Epiphysen-Anschwellung der Extremititenknochen, Rosenkranzbildung 
der Rippe und Brustkorb-Umformung, histologisch wurde eine vermehrte 
Bildung des Osteoidgewebes mit gestérter Kalkablagerung der Knochen 
festgestellt, obwohl der Grad der rachitischen Veriinderungen im Vergleich 
zu denen der Kontrolltiere schwicher war. 

Die Tiere der 3. Gruppe, die unter Zusatz von hydrolysiertem, be- 
strahltem o-Cholsiuremethylester, 20 mg pro Tag, gefiittert wurden, starben 
alle innerhalb von 6—11 Tagen. Der bestrahlte a-Cholsiuremethylester ist 
also in der verwendeten Menge fiir die Ratten giftig. 

Die 4. Gruppe von 5 Ratten, von denen 4 Tiere 51 Tage lang lebten, 
zeigte gutes Wachstum; ihr Kérpergewicht nahm viel besser zu, als das 
der 2. und 3. Gruppe. Diese mit bestrahltem «-Cholsiuremethylester, 2 mg 
pro Tag, gefiitterten Ratten zeigten leichte Epiphysen-Anschwellung der 
Extremitiitenknochen, schwache Rosenkranzbildung und eine leichte Bildung 
des osteoiden Gewebes mit schwach gestérter Kalkablagerung. Die Befunde 
zeigen, daB der bestrahlte «-Cholsiuremethylester, 2 mg pro Tag, schwach 
antirachitisch wirkt. 

Die 5. Gruppe von 14 Ratten, unter denen 9 Tiere innerhalb von 
5 Tagen starben und die fiinf anderen 20—22 Tage am Leben blieben, 
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wurde mit bestrahltem a-Cholsiuremethylester, 20 mg pro Tag, gefiittert. 
Die Tiere wuchsen nicht gut und verloren ziemlich an Koérpergewicht. Sie 
zeigten Rosenkranzbildung und verdickte Knorpelwucherung der Epiphyse 
der Tibiaknochen mit verminderter Kalkablagerung. 

Die sechste unter Zusatz von 2 mg #-Cholsduremethylester 26—51 Tage 
lang geziichtete Gruppe von 8 Ratten zeigte, bei ziemlich gutem Wachstum, 
Epiphysen-Anschwellung der Extremitiitenknochen, Rosenkranzbildung, un- 
volistindige Fraktur der Rippen, Brustkorb-Umformung und vermehrte Bil- 
dung von osteoidem Gewebe mit verarmter Kalkablagerung. In diesem Fall 
traten die rachitischen Verinderungen ziemlich deutlich auf, obwohl sie 
viel schwicher waren als bei den Kontrolitieren. 

Die siebente mit Zusatz von 20 mg #-Cholsiiuremethylester geziichtete 
Gruppe von 12 Ratten, von denen 5 starben und 7 Tiere 20—30 Tage am 
Leben blieben, zeigte bei leichter Gewichtszunahme geringe rachitische 
Veriinderungen der Knochen mit leicht verminderter Kalkablagerung. 


Aus den Versuchen geht hervor, daB perorale Gaben kleiner 
Mengen von bestrahltem «-Cholsiiuremethylester (2 mg) und gréBercr 
Mengen von bestrahltem #-Cholsiiuremethylester (20 mg) bei Ratten 
die Rachitis in geringerem MaB verhiiten kénnen. 











Uber die Desaminierung des Glykokolls 
durch Brenzcatechinderivate 

sti und den Nachweis der Glyoxylsiure als Intermediarprodukt. 

Von 


H. K. Barrenscheen und Wolfgang Danzer. 


































he elabiniants 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


er (Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juli 1933.) 


Vor einigen Jahren ist von Kdlbacher und Kraus!) fest- 
gestellt worden, daB Adrenalin imstande ist, die Desaminierung 
von Glykokoll bei Anwesenheit von Sauerstoff zu katalysieren. 
Fiir den Reaktionsmechanismus nahm Edlbacher die Wirkung 
eines aus dem Adrenalin intermediir entstehenden Chinonkérpers 
an, der im Sinne der Versuche von Traube’) und Wieland und 
Bergel%) in spezifischer Weise zum Glycinabbau befihigt ist. 
AuBer CO, und NH,, welche bei dieser Oxydationskatalyse in 
molarem Verhiltnis gebildet werden, konnte von Edlbacher als 
intermediires Produkt Formaldehyd in geringen Mengen gefabt | 
werden, der nach dem Schema von Wieland und Bergel bei 

) dieser Reaktion zu erwarten wire. Die Edlbacherschen Befunde 
wurden in einer groBen Reihe von Arbeiten von Kisch*) durch- 
cehend bestatigt und mehrfach erweitert. 
Da wir von friiheren Untersuchungen her iiber das auf dem 
Wege der Stolzschen Synthese liegende Adrenalon (Methylamino- 
acetobrenzcatechin) sowie iiber die Homologen: Aminoacetobrenz- 
eatechin und Athylaminoacetobrenzcatechin, verfiigten, schien es 
von Interesse, diese Kérper auf ihre Wirksamkeit bei der Des- 
aminierung des Glykokolls und den everituellen Einflu8 der Be- 
schwerung der Seitenkette zu untersuchen. Von Kisch wurde | 
das Adrenalon in seiner Wirkung wesentlich hinter dem Adrenalin 
stehend gefunden. Unsere Untersuchungen fiihrten zu dem gleichen 


eed i 


’) Diese Z. 178, 239 (1928). *) B. 44, 3145 (1911). 
*) Ann. Chem. 439, 196 (1924). *) Biochem. Z. 220, 370 ff. 
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Erzebnis. Fiir die Homologen lief sich zeigen, da8 ihre Wirkune 
hinter der des Adrenalins bedeutend zuriickbleibt, daB sie jedoch 
bei schwach saurem p,, (6,8) dem Methylaminoacetobrenzcatechin 
deutlich tiberlegen sind. Bei diesem p,, ist ihre Wirkung mit der 
des Brenzcatechins identisch, waihrend auf der alkalischen Seite. 
beim p,,-Optimum der Adrenalinwirkung (7,7), ihre Wirkung wesent- 
lich hinter der des Brenzcatechins zuriickbleibt. Fiir diese geringe 
Wirksamkeit ist zweifellos die Schwerléslichkeit der Basen aut 
alkalischer Seite verantwortlich. Fiir das Adrenalon speziell konnte 
diese schwache Léslichkeit auf alkalischer Seite in einer friiheren 
Arbeit gezeigt werden.') Jedenfalls laBt sich aus unseren Ver- 
suchen irgendeine Beeinflussung der Wirksamkeit der Verbin- 
dungen durch die Seitenkette nicht nachweisen. Es zeigt sich im 
Gegenteil auch hier die von Edlbacher und auch von Kisch 
betonte Spezifitat des Adrenalins bei dieser Reaktion. 


Weitere Versuche hatten die Aufklirung des Mechanismus 
der Desaminierung zum Gegenstand. Nach der Auffassung von 
Wieland und Bergel sollte bei der Desaminierung zuniichst 
die Iminosiure gebildet werden, welche iiber das Imin in den 
um einen Kohlenstoff armeren Aldehyd iibergehen sollte. In der 
theoretischen Annahme, dab die Reaktion so verlauft, daB die 
gebildete Iminosiiure in die entsprechende Carbonylsiure iiber- 
geht, eine Annahme, die den aus den biologischen Umsetzungen 
gewonnenen Vorstellungen entspriiche, versuchten wir, die nach 
dieser Ansicht zu erwartende Glyoxylsaiure abzufangen. Nach 
mehrfachen Vorversuchen verwendeten wir als Abfangmittel das 
2—4 Dinitrophenylhydrazin in alkoholischer Lésung. Durch Zusatz 
dieses Abfangmittels wird die Desaminierung in keiner Weise ge- 
hemmt, wohl aber die CO,-Bildung auf etwa 60°/, zuriickgedringt. 
Wenn wir so auch keine ideale Abfangmethode in Hinden hatten. 
so ist es uns doch gegliickt, aus unseren Versuchsansitzen mit 
RegelmiBigkeit die Glyoxylsiure als 2—4 Dinitrophenylhydrazon 
zu isolieren und durch Schmelzpunkt und Farbreaktionen zu 
identifizieren. Die Desaminierung des Glykokolls unter dem Ein- 
flu8 des Adrenalins verliuft daher nach folgendem Schema: 


_0 _O 
CH,-NH, CH=NH C—H 6H 
ae — > > H,O —> | - NH, —_> | _ CO, . 
COOH COOH COOH H 
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Inwieweit eine derartige Umsetzung des Glykokolls auch in 
vivo stattfindet, dariiber sagen die Versuche nichts aus. Sie 
machen aber diese Méglichkeit sehr wahrscheinlich. 


1. Desaminierungsversuche mit den Homologen des Aminoaceto- 
brenzcatechins. In den Versuchsanordnungen hielten wir uns an die An- 
gaben von Edlbacher. Ein Ansatz bestand jeweils aus 5 ccm n/10-Glyko- 
koll, 10 ccm Pufferlésung (Phosphatgemisch py 6,8 und 7,7) und 1 cem der 
entsprechenden Versuchssubstanz in Lésung 1:500. Versuchsdauer: 6 Stunden. 
Sauerstoffdurchleitung. Temperatur 38°. Die Ergebnisse gehen aus nach- 
stehender Tabelle hervor. 


Tabelle 1. 





























n/50-NH, | Gesp. Glyk. 
Substanz in ccm in %/, 

Pend Pr 8,8| Pry 7,7 | Px 6,8 | pyr 7,7 
Brenzcatechin 1,50 | 2,05 6,0 | 8,2 
2 1,45 | 2,75 | 5,8 | 11,0 

- 1,50 | 2,05 6,0 | 8,2 

_ ’ sil le aa {1,90 | — 60 | — 
Aminoacetobrenzecatechin*) . 1,40 | 0,85 5,6 3,0 
9 1,50 6,0 _ 

99 el 6,2 — 

: - a, 1,55 | — | 62 | — 
Methylaminoacetobrenzcatechin*) . 0,90 | 0, 3,6 3,6 
9 1,0 0,85 4,0 3,0 

_ a 085 | — 84) — 
Athylaminoacetobrenzcatechin*) 1,90 | 1,30 | 7,6 4,2 

. 1,45 | — 5,8 

‘ 1,50 | — 6,0 a 

ccabetceaaee ee ee 
Adrenalin 2451 4,40 | 9,8 | 17,6 
v 2,55 | 4,25 | 10,2 | 17,0 
2,55 | 4,55 | 10,2 | 18,2 

2,55 | 3,90 | 10,2 | 15,6 

i" 2,25 | 3,95 | 9,0 | 15,8 

, 2.20 | — 9,0 — 





*) Fallt bei py 7,7 zum gréBten Teil aus. 


2. Nachweis der Glyoxylsdure. A. Einflu8 von 2—4 Dinitro- 
phenylhydrazin auf CO,- und NH,-Bildung. Versuchsansatz: In den 
Kontrollen je 5 cem n/10-Glykokoll, 1 cem Adrenalin 1:500, 10 ccm Puffer 
Pp 7,7; Temperatur 38°, 6 Stunden Sauerstoffdurchleitung. In den Ver- 
suchsansitzen auBerdem Zusatz von 0,1 g Dinitrophenylhydrazin in 10 ecm 
Alkohol. Die Werte fiir Ammoniak- und Kohlensiurespaltung gehen aus 
nachfolgender Tabelle hervor: 
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Tabelle 2. 
































n/50-NH, | n/50-CO, | an .wa 

in ccm in ccm CO,: NH, 
Kontrolle . . . 4,25 — — 
Pes 5 os 4,35 -— 
Kontrolle . . . 3,65 8,25 ie 
Versuch. ... 8.75 | 5,0 0,66 :1 
Kontrolle 4,35 9,0 1,057: 1 
Versuch. 4,20 5,0 0,595:1 


2. Isolierung des Glyoxylsiurehydrazons. Zu den Ansitzen 
wurden 50—120 cem n/10-Glykokollésung mit den entsprechenden Zusitzen 
von Adrenalin, Puffer und alkoholischer Liésung von 2—4 Dinitropheny]- 
hydrazin verwendet. p;,7,7, 6 Stunden Sauerstoffdurchleitung, Temperatur 55°, 
Nach Beendigung der O,-Durchleitung wurde von dem ausgefallenen Di- 
nitrophenylhydrazin filtriert, die Lésung mit Salzsiiure eben kongosauer ge- 
macht und mit frisch destilliertem Essigester ausgeschiittelt. Der Essig- 
ester wurde mit Calciumcarbonat zur Beseitigung etwa mit tibergegangener 
Salzsiure geschiittelt, filtriert, iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet 
und bei niedriger Temperatur abdestilliert. Der Riickstand wurde in Toluol 
aufgenommen, das Toluol mit 10°/,iger Sodalésung ausgeschiittelt. Die 
braun gefirbte Lésung wurde mit Salzsiure angesiuert und neuerlich mit 
Essigester ausgeschiittelt. Der Essigester wurde wiederum mit Calzium- 
carbonat und wasserfreiem Natriumsulfat behandelt und bei niederer Tempe- 
ratur abdestilliert. Bei gréBeren Mengen li8t sich das Hydrazon aus dem 
Riickstand am besten in der Art abscheiden, daB der Riickstand in Alkohol 
aufgenommen und mit Wasser gefillt wird. Bei geringeren Mengen und bei 
starker Verschmierung ist eine vorhergehende Reinigung notwendig, die am 
besten in der Art ausgefiihrt wird, dab der Riickstand in wenig heibem 
Methylalkohol aufgenommen, mit wenig Tierkohle aufgekocht, filtriert und 
der Methylalkohol eingeengt wird. Da das Hydrazon auch in Wasser nicht 
unbetrichtlich léslich ist, sind alle Operationen zur Reinigung und Um- 
fillung mit groBen Verlusten verbunden. Die auf diese Weise erhaltenen 
Hydrazone zeigten die typische Krystallform und ergaben, aus verschiedenen 
Versuchen hergestellt, den von Neuberg und Kobel?) angegebenen Schmelz- 
punkt von 203°. Farbreaktionen des Hydrazons: mit Alkohol und Kali- 
lauge intensive Rotfirbung, Lésung in Soda stark braunrot; eine Lésung 
des Hydrazons in konzentrierter Schwefelsiiure, mit SerumeiweiBlésung iiber- 
schichtet, gibt die typische Hopkinssche Glyoxylsdurereaktion. 


*) Biochem. Z. 256, 475 (1932). 




































Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XL. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





| (Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. August 1933.) 


I. Uber die aus der Oximinoaminosaure C,,H,,.N,O, durch Salpetersaure 
] « entstehende farblose Verbindung. 


In der letzten Mitteilung')ist u. a. ein Kérper kurz beschrieben 
worden, der unter dem Einflu8 von Salpetersiure aus der Ox- 
iminoaminosiiure C,,H,.N,O, (I) hervorgeht. Er ist bisher nur in 
Gestalt einer farblosen Gallerte bzw. eines weifen amorphen 
Pulvers erhalten worden und hat die Zusammmensetzung C, ,H,,N,0, 
(oder C,,H,,N,0,). Der Stoff verdient Beachtung, weil er 
ein sehr merkwirdiges Verhalten gegen Natronlauge zeigt, 
Wie bereits erwahnt, laBt er sich niimlich scharf dreibasisch 
titrieren, durch iiberschiissige Lauge aber wird er unter Gasent- 
wicklung zersetzt. In dem Gas wurde Stickstoff vermutet; diese 
Vermutung ist jetzt durch die Analyse einer etwas griéBeren Menge 
des Gases bestitigt worden: es erwies sich, abgesehen von einer 
minimalen Beimengung von Sauerstoff, als reiner Stickstoff.’) 
Ferner wurde gepriift, ob durch Natronlauge der Stickstoff quan- 
titativ aus dem Molekiil abgespalten wird; das ist vielleicht unter 
besonders giinstigen Bedingungen (Konzentration der Lauge, Tem- 
peratur) der Fall, unter den bei den Versuchen eingehaltenen er- 
hielt man indessen meist nur 90—94°/, Stickstoff, mitunter aber 


') Diese Z. 217, 70 (1938). 
*) Fiir die Ausfiihrung der Gasanalyse bin ich wieder Herrn Dr. 
L. Wolf von der Chemisch-Technologischen Abteilung Leipzig (Vorstand: 
Prof. Rassow) zu groBem Danke verpflichtet. 
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auch weniger. Weiter hat sich feststellen lassen, daf unter dem 
EinfluB der Natronlauge eine vierte Carboxylgruppe, und zwar 
quantitativ, in die Erscheinung tritt. Das stickstofffreie Produkt 
ist leider noch nicht in krystallisiertem oder sonst brauchbarem 
Zustand gewonnen und deshalb noch nicht néher untersucht worden, 
Uber die Konstitution des gallertigen Stoffes ist daher auch 
noch keine endgiiltige Aussage zu machen, immerhin geben aber die 
bisher festgestellten Tatsachen gewisse Hinweise fiir die Beurteilung 
der Substanz. 

Die Struktur des Ausgangsmaterials wird durch die Forme] | 
wiedergegeben, in dieser Formel ist die Stellung der beiden durch 
Aufspaltung des Lactamringes entstehenden Gruppen: —NH, und 
— COOH unsicher, sie miissen unter Umstinden ihre Platze tauschen, 
wenn nimlich im Lactamring die NH-Gruppe auf der anderen 
Seite der CO-Gruppe sich befindet. Die unten (unter I.) mitgeteilten 
Beobachtungen sprechen vielleicht dafiir, daB Formel I die 
Stellung der beiden Gruppen richtig wiedergibt. LafSt man 
auf den Koérper I Salpetersiure einwirken, so tritt voriibergehend 
eine starke Griinfirbung auf, die zweifellos auf die Bildung einer 
Nitrosoverbindung zu beziehen ist. Diese Nitrosoverbindung wird 
aber die analoge Struktur wie der aus Biliansiure-oximlactam hervor- 
gehende Nitrosokérper besitzen, d. h. in Nachbarschaft der NO- 
Gruppe eine Doppelbindung tragen') und daher durch die Forme! I 
zum Ausdruck kommen. Verbindung II stellt sehr wahrscheinlich 
die Vorstufe des gallertigen Stoffes dar; die Bildung des letzteren 
aus IJ kann in verschiedener Weise erklirt werden. Nur auf 
2 Méglichkeiten sei hier hingewiesen. Einmal kénnte man daran 
denken, daB in der farblosen Verbindung ein inneres Diazonium- 
salz vorliegt [—C—N(:N)—O—CO—C—-; das letzte Sauerstoffatom 
wiirde dann wohl einer Ketogruppe angehiren; Formel: C, ,H,,N,0,], 
dagegen sprechen aber die Beobachtungen, daB die Substanz durch 
Natronlauge unter Stickstoffentwicklung zersetzt wird und da 
Kuppelungsreaktionen, die unter verschiedenen Bedingungen an- 
gestellt wurden, negativ oder nicht einwandfrei positiv ausfielen, 
es miifte sich denn um eine Diazoniumverbindung handeln, die 
in ihren Eigenschaften von den typischen Diazoniumsalzen ganz 
abweicht. Kine zweite Méglichkeitist die folgende(Formel C,,H,,N,0,): 
Die Doppelbindung des Kérpers II reagiert mit einer der beiden 
Carboxylgruppen, zu denen sie in 7, 0-Stellung sich befindet, unter 





1) Diese Z. 247, 68 (1933). 
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Bildung eines y-Lactons, daher die Acidititssteigerung durch 
iiberschiissige Natronlauge. Ferner treten Amino- und Nitroso- 
gruppe miteinander in Reaktion, und zwar so, da8 sich die Amino- 
gruppe an die Nitrosogruppe addiert, wobei also ein Tetrahydro- 
o-diazin-Derivat entsteht. Unter dem EinfluB von Natronlauge 
wiirde dann, gleichzeitig mit der Spaltung des Lactonringes, eine 
Abspaltung von Wasser zwischen den beiden Stickstotiatomen und Los- 
lésung dieser von den beiden Kohlenstoffatomen erfolgen, etwa nach 
dem Schema: —C—NH—N(OH)—C— —» —C—N=N—C— —> 
—C—N—N—OH-+H—C— —»> —C—OH+N,+H—C—. Jeden- 
falls diirfte als unmittelbare Vorstufe des gasférmigen Stick- 
stoffs eine Gruppierung: —_N==N— anzusehen sein, die aus den 
beiden N-Atomen des Kérpers If hervorgeht oder, was ich fiir 
weniger wahrscheinlich halte, unter Mitbeteiligung der Salpeter- 
siure bzw. salpetrigen Siéiure entsteht. 


II. Bestimmung des Stickstoffs in der Desoxybiliansaure-aminocarbon- 
sdure nach der Methode von van Slyke. 


Gemeinsam mit J. Reschke}) ist festgestellt worden, daB ver- 
schiedene Aminoverbindungen aus der Gruppe der Gallensiuren 
bei der Stickstoffbestimmung nach van Slyke zu hohe Werte 
liefern, die darauf zuriickgefiihrt wurden, daf nach Ersatz der 
Aminogruppe durch Hydroxyl die entstandene Carbinolverbindung 
salpetrige Saiure bis zu Stickstoff reduziert. Im Anschluf an diese 
Beobachtungen haben wir noch eine weitere Aminoverbindung 
der Reihe, nimlich Desoxybilianséure-aminocarbonsiure C,,H,, NO, 
auf ihr Verhalten bei der van Slyke-Analyse bei lingerer Ver- 
suchsdauer gepriift. Vor einigen Jahren wurde nimlich zusammen 
mit H. Kirchhof?) gefunden, daB die genannte Aminosiiure nach 
der Methode von van Slyke bereits bei nur 10 Minuten langer 
Dauer des Versuchs 100°/, Stickstoff entwickelt, in der Tat lief 
sich jetzt in 2 Versuchen ermitteln, daB bei 24stiindiger Dauer 
die Zahlen 139 bzw. 135°/, betrugen (Berechnung vgl. unten). Fiir 
die Aminosiure kommen die beiden Formeln III oder [V in Frage, 
je nach der Struktur, die man fiir Desoxybiliansiure-lactam (Lac- 
tamtricarbonsiure), das Umlagerungsprodukt des Desoxybiliansiiure- 
oxims, annimmt. Eine Entscheidung zwischen den beiden Formeln 
hat sich bisher noch nicht treffen lassen, vielleicht aber kénnen 
jetzt die van Slyke-Analysen diesem Zwecke dienen. Es ist 


') Diese Z. 216, 81 (1938). *) Diese Z. 166, 150 (1927). 
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nimlich friiher wiederholt darauf hingewiesen worden, daB Oxime 
aus der Gallensiurenreihe sich gegeniiber Salpetersaure verschieden 
verhalten, je nachdem sie die Oximgruppe am Kohlenstofiatom 7 
oder 12 tragen, und aus der verschiedenen Reaktionsweise war 
der SchluB gezogen worden, dab die Nachbarkohlenstoffatome 
bzw. 13 tertiir bzw. quartar sein miiBten.1) DaB Kohlenstoffatom 13 
tatsichlich quartir ist und eine Methylgruppe triagt, kann nach 
der letzten Veréffentlichung von H. Wieland und E. Dane?) als 
ziemlich gesichert gelten. Legen wir nun Formel III fiir die Des- 
oxybiliansiure-aminocarbonsiure (Aminotetracarbonsiure)zugrunde, 
so wiirde bei der van Slyke-Analyse durch Ersatz der Amino- 
gruppe durch Hydroxyl ein tertiiirer Alkohol entstehen, im anderen 
Falle (Formel IV) aber ein primarer Alkohol. Man kénnte von 
vornherein erwarten, daB nur eine primire (oder auch sekundire, 
nicht eine tertiire Alkoholgruppe unter den milden Bedingungen 
des Versuchs von salpetriger Siure angegriffen wird (ganz sicher 
ist dies aber nicht!) und somit fiir die Aminotetracarbonsiure 
Formel IV annehmen. Bemerkt sei noch, daB nach der Erklirung, 
die O. Wallach?) fiir den Reaktionsmechanismus der Beckmann- 
schen Umlagerung gegeben hat, die Bildung eines Lactams, das 
der Aminosiure IIT entspricht, iiberhaupt nicht erfolgen kann, da 
es am erforderlichen Wasserstoff am Kohlenstoffatom 13 fehlt; nach 
der ,,Liicken-Molekil“-Theorie von G. Schroeter’) ist sie dagegen 
moéglich. LaBt man fir die Aminotetracarbonsiure Formel IV 
gelten, so wiirde dann auch der Oximinoaminosiure C,,H,,N,0, 
Formel I zukommen, denn das der Oximinosaure zugrunde liegende 
Biliansiure-oximlactam bzw. das entsprechende Ketolactam libt 
sich, wie friiher festgestellt wurde °), durch Clemmensen-Reduktion 
in einen K6rper iberfiihren, der als identisch mit Desoxybilian- 
siure-lactam, der Muttersubstanz der Aminotetracarbonsiiure, an- 
gesehen werden kann. 

Vermutlich wird auch die von Isodesoxybiliansiiure sich ab- 
leitende Aminocarbonsiure®) bei der van Slyke-Analyse bei 
lingerer Versuchsdauer mehr Stickstoff liefern, als der Theorie 
entspricht. 


*) M. Schenck, Diese Z. 208, 120 (1932); 214, 42 (1933); 217, 68 (1933). 
*) Diese Z. 216, 91 (1933). 

*) Terpene und Campher, 2. Aufl., S. 34 und 35, Leipzig 1914. 

*) Ber. chem. Ges. 63, 1308 (1930). 

*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 185, 183 (1929). 

*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 172, 165 (1927). 
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Beschreibung der Versuche. 


Zu I. Die Bereitung der Oximinoaminosiiure I ist friiher be- 
schrieben worden.) Die einzelnen Stufen der Herstellung waren 
die folgenden: Biliansiure, Biliansiiure-dioxim, Biliansiiure-oxim- 
lactam, Ketolactamtricarbonsiure, Ketoaminotetracarbonsiure(nicht 
isoliert), Oximinoaminotetracarbonsaure. Das Verfahren wurde jetzt 
unter Ersparung von Zeit und Erhéhung der Ausbeute weiter 
vereinfacht. Man iiberging nimlich die Stufe der Ketolactam- 
tricarbonsiure, fiihrte vielmehr Biliansiure-oximlactam in einer 
Operation in die Oximinoaminosiure iiber. Zu diesem Ende wurde 
das Oximlactam (1 g) mit 40 ccm 20°/,iger Salzsiure 2 Stunden 
lang am RiickfluBkihler gekocht, wobei Abspaltung der Oximgruppe 
und Aufspaltung des Lactamringes erfolgte. Die Lisung, die neben 

) Diese Z. 196, 280, 281 (1931); 200, 46 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXX. 
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der Ketoaminotetracarbonsiiure das abgespaltene Hydroxylamin- 
hydrochlorid enthilt, brachte man auf dem Dampfbad zur Trockne, 
Hierbei tritt die Oximgruppe, wie friiher ausgefihrt, durch ,saure 
Oximierung“ wieder in das Molekiil der Ketosaure ein. Die Igo- 
lierung der Oximinoaminosiure geschah wie friiher mit Hilfe dey 
Kupferverbindung, es wurde aber das Filtrat vom Schwefelkupfer 
nicht zur Trockne verdampft und dann mit Alkohol behandelt, 
sondern nur stark eingeengt. Die Oximinoaminosiure scheidet sich 
hierbei in geniigender Reinheit aus. 1 g krystallinisches Roh- 
Oximlactam lieferte auf diese Weise 0,41 g krystallinische Roh- 
Oximinoaminosdiure. — An der Herstellungsweise des gallertigen 
Produktes?) ist nichts geindert worden. Auch die Ausbeute an 
einmal umgeléstem Material betrug wieder 25°/, der eingesetzten 
Oximinoaminosaure. 

Zur Gewinnung einer gréBeren Menge des durch Natronlauge 
aus der gallertigen Substanz entwickelten Gases bediente man 
sich des Apparates*), der fiir die vanSlykesche Aminostickstofi- 
bestimmung benutzt wird, unter Ausschaltung des Reaktions- 
gefiBes. Gasbiirette, Gaspipette und Kapillaren wurden mit 7°/, iger 
Natronlauge gefiillt, die Substanz (etwa 0,5 g) in einem kleinen 
flachen Schilchen in der fiir 3 Carboxylgruppen berechneten Menge 
21/,°/ iger I Natronlauge gelést und die Lésung unter Nachspiilen 
mit 91) o°/) iger Natronlauge durch die kurze vertikale Ansatz- 
kapillare moglichst schnell in die Gasbiirette hineingesaugt. Die 
Gasentwicklung war in den ersten 20 Minuten sehr lebhaft, lieB 
dann allmihlich nach, um nach etwa 2'/, Stunden praktisch be- 
endet zu sein. Fiir die Untersuchung wurde das Gas in die Pipette 
hiniibergetrieben, nachdem man vorher seine Menge abgelesen 
hatte. Die Ablesung gestattete gleichzeitig eine angeniherte Be- 
stimmung des entwickelten Gases; so wurden in einem Falle 
24,5 ccm Gas erhalten, waihrend die theoretische Menge (unter 
Beriicksichtigung der Tension der Lauge usw.) 26 ccm betrug; es 
wurden also knapp 6°/, Stickstoff zu wenig gefunden. Da beim 
Zusammenbringen der Substanz mit iiberschiissiger Lauge sofort 
die Gasentwicklung beginnt, muf das Einfiillen der Lisung mig- 
lichst schnell vorgenommen werden, um Verluste an Stickstoff zu 


vermeiden., 





) Diese Z. 217, 74 (1933). 
*) Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, VI. Bd., S. 278 


(1912). 
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Zur Bestimmung des durch Natronlauge entwickelten Stick- 
stoffs benutzte man auch in 2 Fallen den Apparat, der fiir die 
Harnstoffbestimmung mittels Bromlauge nach Hiifner dient.’) 
Die bei 120° getrocknete Substanz wurde in dem erforderlichen 
Quantum n/10-Natronlauge gelést, die Lisung mit Hilfe eines 
Trichterrohres in das untere Gefaif gebracht unter Nachspiilen 
und Fiillen der Hahnbohrung mit Wasser, der Hahn geschlossen 
und das obere Gefi8 mitsamt Schale und graduiertem Rohr mit 
7°/,iger Natronlauge gefiillt. Nach Offnen des Hahnes lieB man 
den Versuch 16'/, Stunden gehen, die erhaltene Gasmenge war 
geringer (5,1 ber. 6,8 ccm) als bei den Versuchen im van Slykeschen 
Apparat, vermutlich weil eine nicht geniigende bzw. zu langsame 
Durchmischung der beiden Fliissigkeiten erfolgte. Bei Verwendung 
25°/,iger Lauge war die Gasentwicklung auffallend triage, nach 
96 Stunden wurde der Versuch abgebrochen, es stiegen aber immer 
noch feinste Gasblischen auf. Ablesung: 6,9 ber. 7,3 ccm. 

Die Titration des farblosen Kérpers geschah in der in der 
letzten Mitteilung angegebenen Weise (Proben I und Il). Nach 
dem Austitrieren gab man jeder Probe 10 ccm n/10-Natronlauge 
hinzu und bestimmte nach 24 stiindigem Stehen in kleinen offenen 
enghalsigen Erlenmeyer-Kélbchen den Uberschu8 an Lauge 
zuriick (la und Ila). Probe III versetzte man sofort mit 18,7 ccm 
Lauge und titrierte die Lésung nach 24 Stunden. Die aus der 
Luft aufgenommene Kohlensiiuremenge wurde in Kontrollversuchen 
ermittelt und beriicksichtigt. 


I. 0,1577 g Subst. verbrauchten 9,5 ccm n/10-NaOH; gef. 27,12°/, COOH 


Ia. 0,1577 g SCs - 12,3 ,, “ »  986,12°), - 
If. 01560 gy, ” 9,4 ” 9 27,12°/, ” 
Ila. 0,1560 gs, ” 12,4 ,, ” 9 39,78 °/, ” 
If. 0,1442 4 ” ” 11,6 ” ” ”? 36,21°/, ” 
C,,H;,N,.0, Ber. 3 COOH-Gruppen: 27,20°/,; 4 COOH-Gruppen: 36,27°/, 
C,,.H,N,04 ” ” ” > 27,31 °/5 ” ” > 36,42°/, 


Zu Il. Fiir die van Slyke-Analysen der Desoxybiliansiure- 
aminocarbonsiure wurde nicht die Aminosiure selbst, sondern 
ihr Hydrochlorid C,,H,,NO,Cl verwendet. Die Herstellung des 
Hydrochlorids erfolgte in der friiher beschriebenen Weise.?) Die 
bei 120° getrocknete Substanz wurde in 5 ccm Hisessig gelist 
baw. aufgeschwemmt und die Mischung durch die Einfiillbiirette 





) Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. d. physiol. u. path.-chem. 
Analyse, 9. Aufl., S. 705 (1924). 
*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 166, 149 (1927). 
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in das ReaktionsgefaB gebracht unter Nachspiilen mit 5 ccm , 
Eisessig in einzelnen Portionen. Dauer des Versuchs: 24 Stunden, 
Schiitteln nur am Ende, 5 Minuten lang. Berechnung: mit 100°) 
ist die Stickstoffmenge bezeichnet, die sich aus der Aminogruppe 
des Kérpers C,,H,,NO,Cl und der aquivalenten Menge salpetriger 
Saure maximal bilden kann. Die Zahlen (Mindestwerte) beziehen 
sich auf feuchten Stickstoff, die blinden Werte sind jedesmal 


schon abgezogen. 

0,1868 g Substanz lieferten 12,3 ccm N (13°, 754,7 mm); ber. 8,86 ccm N 
01918g 4 , 12,85 , N (16% 7574 .); » 9,16 , N 
Gef. 138,8, 134,8%,. 

Es ist versucht worden, das Produkt, das nach Abspaltung 
der Aminogruppe bei der Reduktion der salpetrigen Saure ent- 
steht, zu isolieren; man erhielt zwar schwerlésliche Blei- und 
Bariumfallungen, deren Verarbeitung aber bisher nicht zu einem 


reinen Kérper gefiihrt hat. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
spreche ich fiir Kreditgewaihrung meinen ergebensten Dank aus. 
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Enzymwirkung und Enzymbildung in lebenden Zellen. 
Von 
Hans y. Euler und Gunnar Giinther. 
Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juni 1933.) 








Die Enzymforschung hat sich zum allergréBten Teil an Ver- 
suchen in vitro entwickelt, und ihre Bedeutung fiir biologische 
Fortschritte lag bisher ganz iiberwiegend darin, daB Teilvorginge 
lebender Zellen und Gewebe von iibrigen intracelluliren Prozessen 
abgetrennt werden und fiir sich studiert werden konnten, wodurch 
iiber die Enzyme selbst und die von ihnen ausgelésten chemi- 
schen Reaktionen wichtige Tatsachen erkannt wurden. Die Bio- 
chemie der Enzyme ist indessen auch mit solchen biologischen 
Vorgiingen verkniipft, deren Mechanismus noch wenig erkannt ist. 
Zunichst geben die chemischen Tatsachen, welche iiber einige 
die Befruchtung begleitende Verinderungen bekannt geworden 
sind (O. Warburg, J. Runnstrém), Veranlassung, die Teilnahme 
der Enzyme an den ersten Entwicklungsstadien niher zu stu- 
dieren. Besonders sei aber hier auf die Probleme des Wachs- 
tums und der Anpassung hingewiesen, Prozesse, welche direkt an 
die Neubildung von Enzymen und an diesen nahestehenden Kataly- 
satoren und Aktivatoren gekniipft sind. Die hier mitzuteilenden 
Versuche sollen experimentelles Material zur Orientierung fiir 
weitere ausgedehnte Forschungen iiber Enzymveriinderungen in 
der lebenden Zelle beibringen. Sie betreffen im wesentlichen 
den Zusammenhang zwischen Enzymgehalt und Entwicklungs- 
fahigkeit der Zellen. 


I. Versuche an Gerstenkeimlingen. 


Wie bei friiheren Arbeiten dieses Instituts!) mit chlorophyll- 
defekten Gerstenkeimlingen behandeln wir hier in gewissem Sinne 


') Euler, Hellstrém, Burstrému. y. Kohler, Diese Z. 212, 53 (1932). 
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ein entwicklungschemisches Problem: Ausgehend von der Vor- 
stellung, daB im Zellkern ebenso wie im Plasma aktive Enzyw- 
gruppen an einer gemeinsamen Unterlage verfestigt sind, haben 
wir unsere Fragestellung folgendermafen formuliert: Kann durch 
teilweise Inaktivierung eines Enzyms im lebenden Keimling die 
Reaktionsfolge in den Zellen so verindert werden, daB ein kiirzer 
oder linger lebensfahiger Organismus mit verinderten Eigen- 
schaften entsteht. Mit anderen Worten: Kann sich unter den 
gewihlten Versuchsbedingungen ein normaler Keimling so an eine 
verinderte Enzymzusammensetzung anpassen, daB noch eine, wenn 
auch kurze, Entwicklung unter Verinderung normaler Kigen- 
schaften erzielt wird? 

Ks war von vornherein anzunehmen, da8 eine solche Anpassung 
an einen ungiinstigen Einflu8 nur bei einer prozentisch kleinen 
Anzahl von Individuen eintritt, und deswegen haben wir stets 
eine gréBere Zahl von Individuen einer Kinwirkung der genannten 
Art unterzogen. Wir haben versucht die Anpassung dadurch zu 
erzwingen, daB wir mit einer auferen Lebensbedingung bis nahe 
an die tédliche Grenze gegangen sind. Wir haben besonders die 
Inaktivierung durch Temperaturerhéhung gewiahlt, weil dabei der 
inaktivierende KinfluB spezifischer Wachstumsfaktoren, z. B. der 
B-Gruppe?) (Bios, B-Vitamine) oder Auxin oder wachstums- 
férdernder Aminosiuren, wie Cystein nicht getroffen werden, was 
bei Giftzusitzen zu befiirchten war. Ein solcher Einflu8 hiitte 
die Beurteilung unserer Versuche beeinflussen kénnen. 

Nach diesen Gesichtspunkten waren unsere Versuche, welche 
verschiedene Enzyme betreffen, angeordnet. Wir teilen sie nun 
einzeln mit, und zwar um sie allgemein reproduzierbar zu machen 
unter genauer Angabe der Methodik, der Fehlergrenzen, der An- 
zahl ausgefiihrter Bestimmungen und ihrer Mittelwerte. Dagegen 
glauben wir in den meisten Fillen auf die Wiedergabe der Primiir- 
beobachtungen zugunsten der Raumersparnis verzichten zu kénnen. 

Zu den zunichst mitzuteilenden Versuchen mit Gerstenkérnern 
wurde die Sorte ,,Gullkorn (Goldgerste)* verwendet, welche wir 
Herrn Prof. Dr. H. Nilsson-Ehle verdanken. Die Kérner 
wurden zur Erhéhung der Keimfihigkeit mit einer Nadel an- 
gestochen und dann 24 Stunden in 0,5°/,iger Hydroperoxyd- 
lésung eingeweicht, bevor sie zwischen feuchtem Filtrierpapier 
zum Keimen gebracht wurden. 





') Euler u. Philipson, Biochem. Z. 245, 418 (1932) und zwar 428. 
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a) Katalase. 


Die Messungen der Enzymwirkung wurden an den grinen 
Laubblittern mit Coleoptilen vorgenommen, in welchen die Katalase 
nach dem 7. Keimungstag sich ansammelt. Bei denjenigen Ver- 
suchsserien, bei welchen die Katalasebestimmungen bereits vor 
Auftreten des Laubblattes ausgefiihrt wurden, untersuchten wir 
die ganzen Pflanzen mit Ausnahme des Wurzelsystems, welches 
nur iuBerst unbedeutende Katalasewirkungen besitzt. 


Zur Bestimmung der Katalase wurde die Titrationsmethode mit Per- 
manganat verwendet in der Weise, wie sie fiir Gerstenkeimlinge von Euler 
und Myrbick') ausgearbeitet worden ist. Das Pflanzenmaterial wurde 
nach der Wigung mit Sand und mit 7 ccm ?/;,n-Phosphatpuffer (pq = 7,1) 
verrieben.?) Von der abgekiihlten Enzymlésung wurden 5 ccm (von stir- 
keren Enzymlésungen kleinere Volumina) in 20 ccm 0,01 n-Hydroperoxyd- 
lésung einpippetiert. Sofort und nach 5, 10 und 15 Minuten oder nach 
anderen geeigneten Zeiten wurden Proben von 5 cem in 5 cem 4 n-Schwefel- 
siure eingetragen, wobei die Katalasewirkung unmittelbar gehemmt wird. 
Die Titration des unverbrauchten H,O, wird mit 0,01 n-KMnQ, ausgefiihrt. 
(Parallelversuche mit dem Enzymmaterial ohne H,O, zur Feststellung einer 
Korrektion.) Temperatur stets 0°. Die katalytische Wirksamkeit wird aus- 
gedriickt durch die Mittelwerte der Reaktionskonstanten 

Pe 1 a 

“Ss on 
In dieselbe geht die Affinitét der Katalase zu Hydroperoxyd ein, das durch 
die Bindung des Enzyms in dhnlicher Weise aktiviert wird wie durch die 
Bindung des Alkalis. 

Der Mittelwert der Reaktionskonstanten * ist mit dem Faktor 7/v multi- 
pliziert worden (v = Anzahl Kubikzentimeter der angewandten Enzym- 
lésung, gibt also die Katalasewirkung im urspriinglichen Pflanzenmaterial 
an. In den Tabellen ist die Katalasewirkung auf zwei verschiedene Weisen 
angegeben. Wenn die Messungen an den Laubblittern vorgenommen 
wurden, haben wir die Reaktionskonstanten fiir ein Frischgewicht von 
60 mg umgerechnet (Kea, )- Waren aber die ganzen Pflanzen gemessen 


worden, so geben wir die Katalasewirkung per Individuum an iw, oe * 
Die Reaktionskonstanten k,,, sind mit 10° multipliziert und dann mit 
k’ eg, bezeichnet. 


* red, 

_ Versuche. Durch die Serie 1, welche mit nicht vorbehandelter 
Goldgerste (1932; Nr. 1191) ausgefiihrt wurde, wird ein Standard- 
wert fiir die normale Katalasewirkung bei verschiedener Keimungs- 


!) Diese Z. 186, 212 (1930). 
*) Matsuyama (Biochem. Z. 213, 123 (1930)] gibt fiir Malzkatalase 
das py-Optimum 7,4—7,5 an. Nach den Messungen von Euler u. Myr- 
back ist das Optimum zwischen 7 und 8 sehr flach. 
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zeit gewonnen. Wie die Tab. 1 zeigt, nimmt die Reaktions- | 

konstante k mit zunehmender Keimungsdauer kontinuierlich zy 

und erreicht am 9, Keimungstag ein Maximum bei k’,.4, = etwa 60, 
Fiir diese Serie, und zwar nur fiir diese, geben wir die Versuchs- 


daten ausfiithrlich wieder, so daB der Tab. 1 entnommen werden kann (fiir 
die Keimtage 5, 6 und 7), in welcher Weise #,,, berechnet worden sind. 


Fiir die Keimungstage $8 und 9 sind der Raumersparnis wegen nur noch 
die Mittelwerte angegeben. 


Tabelle 1. 
Serie 1. 
Nicht vorbehandelte Goldgerste. Laubblatter + Coleoptil (1). 
































Mittlere Frisch- K’ 
Keimtage | Blattlinge gewicht k’ k’ ned red. 
em mg : Mittel 
5 4,5 68 30,3 37 
74 24,8 28 
69 33,1 43 
55 27,6 42 
52,5 26.4 42 = 
17 29,4 32 
67 34,1 43 
74,5 33,0 37 
6 6,5 80 53,6 58 
80 43,9 46 
79 49,9 53 
80 41,3 43 
95 50.2 44 48 
84,5 44,8 45 
78,5 45,8 49 
79 42.0 44 
7 9,0 87 54,0 52 
96 64,9 57 
108,5 59,9 46 
90,5 60,1 56 a 
103 62,4 51 asd 
90 60,2 56 
108 68.6 53 
93 74,3 67 
Mittel. 
8 12,0 | 105,6 72, 57 57 
9 14,5 113,6 93,9 6 60 











Erwarmung der Gerstenkérner auf héhere Temperatur. Um An- 
haltspunkte zu gewinnen, bis auf welche Temperatur Gersten- 
kérner erhitzt werden dirfen, ohne da ihr Keimvermégen ver- 
loren geht, haben wir die eingeweichten Korner in einer Phosphat- 
pufferlésung (0,5°/, KH,PO,-—p,=5,5) auf verschiedenen 
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Temperaturen zwischen 30—50° wihrend 30 Minuten (zuweilen 
wihrend 15 Minuten) konstant gehalten. Hierauf wurden sie zur 
Keimung gebracht. Nach 3 Keimungstagen wurde der Keimungs- 
prozent berechnet. Vorsichtige Erhitzung auf 35° beeintrachtigt 
die Keimungsfihigkeit nicht. Nach Erhitzen auf hihere Tem- 
peratur nimmt die Keimfihigkeit ab und die Keimung wird ver- 
zogert. Bei den auf 45° wihrend 15 Minuten erhitzten Kérnern 
trat ein deutlicher Unterschied zwischen 2 Gruppen hervor, nimlich 

1. normal gekeimten Kérnern; 

2. stark verziégert gekeimten Kérnern (mit entwickelten Wur- 
zeln; Linge der Wurzeln nur einige Millimeter); 

3. ungekeimten Ké6rnern. 

Bei lingerer Erhitzung auf 45° oder auf héhere Temperaturen 
geht die Keimfahigkeit vollstindig verloren. Vergleiche die Uber- 
sicht iiber diese Versuche in Tab. 2. 


Tabelle 2. 


Keimungsversuche mit Goldgersten, 1932, Nr. 1191. 

















Erhiteange- Normal | Coleoptil; Nur Nicht 
zeit in Temp. , mittlere : 
Phosphatlés. gekeimt Linge Wurzeln gekeimt 
Min. ° a cm “le "lo 
Nicht erh. — 100 2,5 — ead 

30 30 98 2,5 2 _ 
30 35 82 1,5 16 2 
30 40 64 1,3 20 16 
30 43 50 1,0 ( 44 
i. ¥ — 26 56 

5 — 6 92 
15 50 _- — — 100 

















Serie 2. 50 Stiick eingeweichte Kérner wurden wie oben 
beschrieben auf 35° 30 Minuten lang erhitzt, und dann zur Keimung 
gebracht. Die Katalasemessungen im Keimblatt ergaben fiir k’yoa. 
den maximalen Wert 60 nach 9 Keimtagen, iibereinstimmend mit 
dem in der Serie 1 erhaltenen Maximumwert. Somit keine Ver- 
inderung durch die Erwirmung auf 35°. 

Serie 3. 50 Stiick eingeweichte Kérner wurden wie in 
Serie 2 behandelt mit dem Unterschied, da8 die Temperatur auf 
40° erhéht wurde. Der Maximumwert fiir k’zeq, betrug 58. 

Serie 4. Im gleichen Kasten wurden sowohl 50 Stiick un- 
vorbehandelte als 100 Stiick vorher auf 43° 30 Minuten lang 
erhitzte Korner ausgesit, so daB die beiden zu vyergleichenden 
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Aussaaten unter vollstindig tibereinstimmenden Bedingungen zur 
Keimung gebracht wurden. Die Fig. 1 zeigt, daB die Katalase- 
bildung in den nicht vorbehandelten Kérnern etwas schneller 
einsetzt als in den erhitzten. Bei 43° 














SS fangt also unter den gewihlten Versuchs- 
$0 bedingungen die Vorerwirmung an, die 
pm Keimung zu verzégern. 

a Serie 5. 150 Stiick eingeweichte und 
a 15 Minuten lang auf 45° erhitzte Gersten- 
SIFP » , ; 
& kérner wurden zur Keimung gebracht. Bei 
“TT dieser Serie wurden die gesamten 
f— +37 @ yp Pflanzen untersucht, sowohl die nor- 
semengsroge malen als die verspaitet gekeimten und 


Fig. 1. die nicht erhitzten. Die Katalasemenge 

war wie aus Fig. 2 hervorgeht, bei den 

normal gekeimten etwa ebenso grof wie bei den nicht er- 

hitzten. Die verspatet entwickelten Pflanzen zeigten in den 
ersten Tagen einen wesentlich kleineren Katalasegehalt. 

Serie 6. Um zu bestimmen, 
ob auch nicht gekeimte Gersten- 
kérner Katalasewirkung besitzen, 
wurden Messungen wihrend der 
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Fig. 2 


ersten Keimungstage in bei 43° wihrend 30 Minuten erhitzten 
kKérnern vorgenommen, und zwar sowohl in gekeimten als in un- 
gekeimten. Bei den ersten wurden Coleoptile und Wurzelsystem 
vor der Katalasebestimmung entfernt. Erst am zweiten Keimungs- 
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tag lieBen sich die gekeimten von den nicht gekeimten Kérnern 
unterscheiden. Die Katalasewirkung im Embryo des gekeimten 
Samens nimmt sehr schnell zwischen dem 2. und 3. Keimungstag 
zu, und fallt dann ab, wihrend die Katalase im anwachsenden 
Laubblatt sich anhiuft. Auch die ungekeimten Kérner zeigten 
einen nicht unbedeutenden Katalasegehalt, welcher auffallender- 
weise anfangs ansteigt und sein Maximum am 3. 'T'ag erreicht (Fig. 3). 


Serie 7. Einflu8 des Kisens auf die Katalasebildung. 
Von 200 Stiick Kérnern (eingeweichten Kérnern) werden 100 Stiick 
auf 40° 30 Minuten lang in einer 0,25°/,igen Hydrochinonlésung 
(enthaltend 0,5°/, Phosphatpuffer, p,, 5,5) erhitzt. Die iibrigen 
100 wurden ebensolang auf die gleiche Temperatur in einer Lisung 
erhitzt, welche in 100 ccm 0,0025 g Ferrosulfat und 0,5 g Phos- 
phatpuffer (p,, = 5,5) enthielt. Hierauf wurden alle Kérner zur 
Keimung gebracht. Diejenigen Pflanzen, bei welchen Hydrochinon 
zugesetzt war, zeigten eine verminderte Katalasewirkung, und 
zwar betrugen die Konstanten am 8. Keimungstag 


mit Ferrosulfat 47 mit Hydrochinon 41. 


Wie bereits mit Blix und Ohlsén gefunden wurde, ist die 
Katalasebildung auch abhingig von Salzen, Aminosiiuren und 
Wachstumsfaktoren (vgl. hierzu auch Arbeiten von Fernandez 
und yon Virtanen). 

b) Peroxydase. 


Methodik. Wir haben in allem Wesentlichen das Verfahren von 
Willstitter und Stoll?) verwendet, aber mit 100 mal verkleinerten Mengen 
gearbeitet. Es zeigte sich, daB wir mit unserem Mikroverfahren die gleiche 
Genauigkeit erzielten. 

Zwei gleiche Pflanzen (Laubblatt und Gerstenkorn) wurden mit See- 
sand und destilliertem Wasser verrieben; ein Teil von dieser Emulsion 
(so gewihlt, daB die bei der Reaktion gebildete Purpurogallinmenge etwa 
0,25 mg betrug) wurde in 20 ccm einer Lésung einpippetiert, welche 0,05 g 
reines Pyrogallol und 0,5 mg H,O, enthielt. Reaktionstemperatur 20°. Nach 
5 Minuten wurde die Reaktion durch Zusatz von 1 ccm 4/n-H,SO, abgebrochen, 
das gebildete Purpurogallin wurde mit 10 ccm Ather vollstindig extrahiert, 
und diese Lésung in einem Duboscq-Kolorimeter mit einer Standardlésung 
verglichen, welche auf 1 Liter 100 mg Purpurogallin enthielt. 


Aus den Versuchen geht hervor, daS der Peroxydasegehalt 
der keimenden Gerste mit zunehmender Keimungsdauer zunimmt 
(Tab. 3). Die Art unserer Versuche geht aus dieser Tabelle hervor. 


1) Willstatter u. Stoll, Liebigs Ann. 416, 21 (1918); 422, 47 (1918); 
430, 269 (1918). 
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Tabelle 3. 
Nicht vorbehandeltes Gulikorn. 1932, Nr. 1191. 

mg Purpurogallin : 
Tage | Lange |Gewicht| ,. Frisck- pong Individ. co 
cm mg fanden | gewicht =a 
8) a | ots | ot [fF | ee fm 
7] ge] BE] SS [poss | des |p ae 
"1 7 gs | ae | owe Ut | ass |p 1 
oe ee 
‘771 StS) 2 3818p 
100 Kérner wurden wihrend 








mg Purpurogatin per Wlonze 





15 Minuten in Phosphatpufferlésung 
auf 45° erhitzt, dann zum Keimen 
gebracht. Peroxydasebestimmung so- 
wohl in den normal gekeimten als 
in den verspaitet gekeimten K6rnern. 
Der Peroxydasegehalt ist in beiden 


« 4 Fallen bedeutend kleiner als in den 
f 47, nicht vorbehandelten Pflanzen, nahm 
3 ry a | aber unter der folgenden Entwicklung 
f?  ¢’ mit der gleichen Geschwindigkeit wie 
v $7 | bei den nicht vorbehandelten Pflan- 
r1 i / + zen zu. 
io é? : Auch hier zeigt sich also, wie 
; + bei den vorhergehenden Messungen 
Fy | der katalatischen Wirksamkeit, daf 
F; die Individuen, welche durch die 
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Fig. 4. 


Vorbehandlung eine Verzégerung 
ihrer Entwicklung erfahren haben, 
in den folgenden Perioden diese 


Verzégerung auszugleichen streben (Fig. 4). 


Peroxydasebestimmungen in chlorophyllhaltigen und chloro- 
phylifreien Pflanzenteilen. Die folgende Tabelle zeigt, daB in den weiBen 
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Albina-Mutanten und in den wei8en Teilen eines panachierten Blattes die 
Peroxydasewirkung ebenso groB ist, wie in den entsprechenden griinen Teilen. 
Damit bestdtigen sich Versuche von Runehjelm.’) 
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Tabelle 4. 
4 Gersten-Mutanten. Albina 1 (Nilsson-Ehle). Laubblatt mit Coleoptil. 
r 
, mg Purpurogallin 
Kei- 
mungs- | Farbe | Linge | Gewicht 
4 , tag ge 
| funden 
em mg 
“ | 2 St. 
griine 6 153 9,3 
1 . 147 10,5 
- a 
2 St. 
2 weiBe 4,5 158 9,8 
‘ 113 8,7 
9 
Tabelle 5. 
Pelargonium. WeiBgerandete Blatter. 
1d 
Teg Eingewogene mg Purpurogallin 
n Blatteil Menge , 
g per g Frisch- 
)= mg | gewicht 
Is Junges Blatt . | weiBer Teil 93 | 
n. griiner ,, 103,5 
n Altes Blatt . . | weiBer Teil 140 | 
n griimer __,, 140 | 
| 
n 
g c) Carboxylase. 
e £F Methodik. Die Messungen dieser Wirksamkeit wurden in gewohnlicher 
. Weise an Na-Pyrovinat als Substrat vorgenommen, in Gegenwart eines 
Phosphatpuffers, welcher py = 5,3 einstellte. Gdrungsthermostat bei 30°. 
' 300 eingeweichte Gerstenkérner, wurden zur Keimung ge- 
bracht, und zwar 75 ohne Vorbehandlung, die iibrigen 225 
15 Minuten lang auf 45° erhitzt. Nach 4 tagiger Keimung wurden 
die Carboxylasemessungen begonnen. 
Ergebnis: 1. bei den nicht vorbehandelten Samen nahm der 


al 





1) Euler, Forssberg, Runehjelm u. Hellstrém, Z. indukt. Ab- 
stammungslehre 59, 131 (1931). 











Carboxylasegehalt vom 4.—8. Keimungstag im Verhiltnis 7:5 ab; 
2. bei den vorbehandelten, normal gekeimten und verspiitet ge- 
keimten war der Carboxylasegehalt nur unwesentlich verindert, ins- 
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besondere ist zu bemerken, daB die Carboxylasewirkung bei den ver- 
spitet gekeimten ebenso grof war wie bei den normal ge- 
keimten. Dieses Resultat beruht offenbar darauf, daB die Carb. 
oxylase, was schon aus friiheren Untersuchungen (Neuberg u. a) 
hervorgeht, zu den verhaltnismiBig thermostabilen Enzymen gehirt. 


d) Dipeptidase. 

Methodik. Hier konnte mit Vorteil die von Linderstrem-Lang 
und Holter?) angegebene Mikromethode und zwar unter Beniitzung des 
von ibnen angegebenen Apparates zur Anwendung kommen. 

In dem kleinen 250 cmm fassenden ReaktionsgefaB wurden etwa 7 cmm 
0,2 mol. d,l-Alanylglycinlésung (pq = 7,8) sowie etwa 7cmm Enzymldésung 
vermischt. Spaltung im Thermostaten bei 40° wihrend 90 Minuten. Nach Ab- 
brechen der Reaktion durch 30 emm alkoholische Salzsiure wurden 150cmm 
Aceton zugesetzt, in welchem Naphthylrot aufgelést war. Die Titration 
wurde unter Umriihren mit alkoholischer Salzsiure zu Ende gefiihrt. 

Bereitung des Enzymextraktes. Die Wurzeln von 3 Gerstenpflanzen 
wurden gewogen in ein etwa 40 mm langes Reagenzréhrchen tibergefiibhrt. 
Mittels einer feingraduierten Pipette wurde 50 cmm Glycerin zugesetzt, in 
welchem die Wurzeln fein verrieben wurden. Das verschlossene Reagenz- 
rdhrchen wurde dann bei 30° 24 Stunden im Thermostaten zwecks Extrak- 
tion stehen gelassen. Der Glycerinextrakt wurde mit 250 cmm destilliertem 
Wasser verdiinnt. Die so hergestellte Enzymlésung wurde vor der An- 
wendung zentrifugiert, um zu verhindern, daB eine Verstopfung der Capillar- 
pipetten beim Versuch eintrat. 

Als Beispiel geben wir einen Versuch an, welcher sich auf je 1 


Pflanze nach der Keimungsdauer 3 Tage (Wurzelliinge 2 cm) bezieht. 


Tabelle 6. 
Unbehandeltes ,,Gullkorn“ Nr. 1191, 1932 (Wurzeln). 





























Ex. | Friseh- | mm® alk. HCl] mm® alk. HCl ° alk. HCl °, Spaltung 
poe gewicht zu der nach " Differens von 
mg Zeit 0 90 Min. Alanyl-Glycin 
I 76 48 o| 54,3 
aed cool 
#18)" oo 54,2 6,3 22.7 
“4 
II 68 48,4 48.5 53,8 | 
48,6{ °°" 53,2 } 53,6 5,1 18,4 ? 21,0 
53.8 | 
S 7 53.9 
im] 81 47,6 | yoy] 53.2) _ —_ 
47,3) °° 53,6 > 53,5 6,05 21,8 
53,8 




















) Linderstrem-Lang u. Holter, Medd. Carlsberg Labor. (din.) 
17, Nr. 17; 19, Nr. 4 (1932). 
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oy. Die eingeweichten Gerstenkérner wurden in der gewéhnlichen 
ce. — Weise zum Keimen gebracht, und zwar teils ohne Vorbehandlung 
rb- und teils nach 15 Minuten langer Erhitzung auf 45° Die Fig.5 
a.) zeigt, daB der Effekt auf die 
rt, | Dipeptidase gering war, und sich 

spiter (am 6. Keimungstag) ganz > 

ausglich. ? 
ng ba 
des II. Versuche an Hefe. 3 
on Nach friiheren Befunden & ; 
ng ff von Euler und Blix’) kann © 9 /2f ve . “i 
b> —F die Katalasewirkung in Hefen- ee 

‘ > Fig. 5. 
2m § ~~ emulsionen durch Erhitzen stark 
“ss gesteigert werden. Dieser eigentiimliche Effekt hat sein Maximum”) 
" bei etwa 60% Bei dieser Temperatur werden die meisten, aber 
nny nicht alle Hefenzellen getéitet. Es ist nun von Interesse fest- 
in —  zustellen, wie die so vorbehandelte Hefe sich bei vegetativer Fort- 
z- —  pflanzung verhilt. 
a Methode.’) 4 Erlenmeyerkolben enthalten je 100 cem einer durch Er- 
— - hitzen sterilisierten Nahrlésung von folgender Zusammensetzung: 
- 3°/, Glucose 0,07°/, prim. K.-Phosphat 
10°/, Hefenwasser 0,07°/, MgSO, 

1 0,03°/, sek. Na-Phosphat 0,33 °/, Harnstoff . 
t. Jeder dieser Kolben wurde mittels sterilisierter Pipette mit 0,08 g 

frisch aufgeschlemmter Brennereihefe versetzt. Hierauf wurden 3 Kolben 

30 Minuten lang auf dem Wasserbad auf 57° erhitzt. 

Die nicht erhitzte Lésung des Kolbens 1 wurde hinsichtlich der Kata- 

_ lasewirkung durch Titration mit Permanganat in schwefelsaurer Liésung 
untersucht. Zu einer Mischung von 50 cem 0,01 n-H,O, und 25 cem 1/30 m- 
i Phosphatpuffer wurden 25 ccm der oben genannten Hefenemulsion zugesetzt ; 
D nach verschiedenen Zeiten wurden je 15 ccm der Reaktionsmischung ent- 


nommen und mit Permanganat titriert. Reaktionstemperatur 0°. 

Die Katalasewirkung der Hefenemulsion Nr. 2 wurde unmittelbar nach 
dem Erhitzen bestimmt. In den Kolben 3 und 4 lieB man die Hefe sich 
wihrend 3 Tagen bei 30° entwickeln. Mittels einer Thoma-Zeiss-Rechen- 
kammer wurde die Anzahl Hefenzellen per Kubikzentimeter Emulsion be- 
stimmt. Nach 3-tigiger Girung bestimmten wir in der Hefeemulsion 3 
die Katalasewirkung. Die Emulsion 4 wurde nun nochmals 30 Minuten 


lang auf 57° erhitzt, worauf wir die Katalasewirkung in gleicher Weise 
ermittelten. 





) Diese Z. 105, 83 (1919). 
*) Dieses Maximum liegt beim Schnittpunkt zweier Kurven. Die In- 
.) aktivierungskurve wird besonders durch Carbonylreagentien becinfluBt. ) 
*) Vgl. auch Methodik S. 71. 
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Versuch 1. 
Erhitzt Reaktions- | Zellenzahl per ccm Emuls, 
konst. &-10* bzw. Zuwachskonstante 

NMieht epbiftt . . . «+ 0 + 8,3 ( 6,9) 12,1 
57°; 80 Mim. . 2 2 ee ee 17,0 (14,0) | Zuwachskonst. k = 0,244 
57°: 30 Min. Zuwachs 3 Tage 40,8 ( 9,0) 45.15 
57°: 30 Min. Zuwachs 3 Tage. 37,3 ( 8,3) 
Erneute Erhitzung 57°; 30 Min. 


Trockengewicht der Hefe 30,3°%,. 


Die Zahlen innerhalb der Klammer in der zweiten Spalte beziehen 
sich auf eine Hefenemulsion von etwa 10’-Zellen per Kubikzentimeter 
Emulsion. 

Die Zuwachskonstante ist nach der Formel berechnet worden: 


= Zeit in Tagen 


b = die Anzahl Zellen nach ¢-Tagen 
a = die urspriingliche Anzahl Zellen. 
Aus der zweiten Spalte wird ersichtlich, daB die Katalase- 


wirkung durch Erhitzen auf 57° 
worden ist. Nach 3 tagigem Zuwachs ist die Katalasewirkung etwa 


5mal gré8er als die urspriingliche. 


mehr als verdoppelt 


Die Anzahl Zellen per Kubik- 


zentimeter Emulsion ist dabei etwa im Verhiltnis 1:4 gewachsen. 
Besonders bemerkenswert scheint uns, daB nun eine erneute 

Erhitzung nach 3taigigem Zuwachs der neugebildeten Zellen 

keinerlei Steigerung der Katalasewirkung hervorruft. 


Versuch 2. 


Ausfiihrung wie in Versuch 1; Temp. 60°. — Trockengew. der Hefe 27,0°/,. 











Erhitzt 


Reaktions- 
konst. &-10* 











Nicht erhitzt 
60°; 30 Min. ide oes 
60°; 30 Min. Zuwachs 3 Tage 


60°: 30 Min. Zuwachs 3 Tage. 
Erneute ne auf 60°; 
30 Min... . 


Nicht erhitzt. tani 3 Tage 





18,7 (21,0) 
9,3 ( 5 9) 
8,9 ( 5,6) 


Zellenzahl per eem Emuls. 
bzw. Zuwachskonstante. 
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Die Zahl der lebenden und toten Zellen wurde nach Fiar- 
bung mit Methylenblau festgestellt. Dabei trat deutliche Farbung 
nur bei verhaltnismaBig wenig Zellen ein. Nach 3 tagigem Zu- 
wachs wurde die gleiche Probe wiederholt, wobei etwa 25°/, der 
Zellen gefirbt wurden. Zu genauen Bestimmungen 1laBt sich 
diese Methode fiir unsere Zwecke nicht verwenden.?) 

Wie zu erwarten war, hatte die Vorerhitzung der Hefe auf 
60° einen nachteiligen EinfluB auf ihre Entwicklung. Der Zu- 
wachs war bedeutend geringer, und die Widerstandskraft der 
Zellen vermindert. Verstirkte Katalasewirkung konnte 
bei den wihrend 3 Zuwachstagen neugebildeten Zellen 
nicht festgestellt werden. 


Versuch 3. 
Ausfiihrung wie in Versuch 1; Temp. 61°. Zuwachstemperatur 35°. 
Trockengew. der Hefe 27,2°/,. 














Erhitzt Reaktions- Zellenzahl per ccm Emuls. 
konst. k-10* bzw. Zuwachskonstante 

Niemt @pmitet 4 ww et 8,3 ( 7,1) 
61,59; 30Min.. ....... 16,7 (14,2) 11,76 
61,5°; 30 Min. Zuwachs 3 Tage 5,0 ( 2,9) 17,0 
61,5°; 30 Min. Zuwachs 3 Tage. 

Erneute Erhitzung auf 61,5°; 

Peet 6 6 ee 4 Ke 4,4 ( 2,6) Konst. = 0,103 








Kin Farbungsversuch mit Methylenblau unmittelbar nach der 
Erhitzung auf 61,5° ergab etwa 25°/, gefirbte Zellen. Dieselbe 
Probe nach 8 tigigem Zuwachs der erhitzten Emulsion angestellt, 
zeigte, daB bis zu 90°/, Zellen nun blaugefarbt wurden. 

Ein 4. Versuch wurde unter Erhitzung auf 63° angestellt, Dauer wie 


friiher 30 Minuten, Alle Zellen waren nun blaugefirbt. Die Katalase- 
wirkung war nunmehbr unbedeutend. 


Beeinflussung der Enzymbildung in keimender Gerste 
durch Niahrstoffe (H. Meyer). 


In den oben beschriebenen Versuchen haben wir die Gerste 
wie beschrieben eingeweicht und dann in Wasser keimen lassen 
(feuchtem Filtrierpapier). In den Tabellen findet man einige ab- 
soluten Werte iiber die Katalase-Wirkungen der so gewonnenen 





) H. Fink, Diese Z. 195, 215 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX. 6 
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Keimlinge. In einer Reihe friiherer Arbeiten") hat der eine yon 
uns an verschiedenem Material den HinfluB von Niahrlésungen 
auf Enzymbildung studiert. Diese Kinfliisse waren z.T. sehr grof, 
z. B. fiir Saccharase. Von diesen Versuchen seien noch einige 
kurz angefiihrt. 

Gerste. Keimungstemperatur 16° Messung am 5. und 
12. Keimungstag nach Reiben mit Sand (Katalasegehalt der ganzen 
Pflanze, ber. per g Frischgew.). 


1. Gekeimt in Wasser 5. Keimungstag k-104 = 156 
12. Keimungstag 142 
2. Gekeimt (vom 3. Keimungstag an) in Nahrlésung 
5. Keimungstag 177 
12. Keimungstag 224 


Die Zusammensetzung der Niahrlésung war folgende: Auf | 


1 Liter Wasser 20 g NH,NO,, 20 g Harnstoff, 12g KH,PO,, 18¢ 
Glucose, 12 ccm Hefenkochsaft. 


Die Aciditat der Lésung betrug p, = 5,8. Bei einem Parallel- 
versuch wurde die Aciditait auf p, = 4,2 durch Zusatz von freier 
Phosphorsdure gebracht, wahrend das Ammoniumnitrat weggelassen 
wurde. Die Konstanten k-10* (5. Keimungstag) betrugen dann 
108 bzw. 121. 


III. Beeinflussung der Hefe und ihrer Katalasewirkung durch Strahlung. 


Uber die Beeinflussung von lebender Oberhefe durch Strahlen, 
und zwar sowohl den im Sonnenlicht enthaltenen als Réntgen- 
strahlen haben Euler und Laurin’) bereits 1919 Versuche angestellt. 
Mit den damals gewahlten Versuchsbedingungen wurden nennens- 
werte Effekte nicht erzielt. 


Réntgenstrahlen. 


Einstweilen ist mehrfach untersucht worden, welche Einwirkung 
Réntgenstrahlen auf die Fortpflanzungsfihigkeit und die Morphologie der 
Zellbildung der Hefe besitzen. Holweck und Lacassagne®) konnten bei 
Saccharomyces ellipsoideus eine Verzégerung der Zellteilung durch Réntgen- 
bestrahlung konstatieren; enzymatische Veriinderungen waren dabei nicht 


*) Euler u. D. Johansson, Diese Z. 78, 100 (1912); Euler u. 
H. Meyer, Diese Z. 79, 274 (1912). 

*) Diese Z. 106, 312 (1919). 

*) C. r. Soe. Biol. 103, 60 u. 104, 1221 (1930). 
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- untersucht worden. Auch W yckoff und Luyet’) fanden mit Réntgenstrahlen 


Hemmung des Wachstums der Hefe. Die Behandlung lebender Organismen 
mit Réntgenstrahlen (wie auch mit Radiumstrahlen) hat in genetischer Hin- 
sicht ein auBerordentliches Interesse gewonnen, besonders durch die Ver- 
suche von H. J. Muller und die in neuerer Zeit im Institut von Erwin 
Baur gewonnenen Resultate von Emmy Stein.*) Uber die Biochemie 
dieser Veriinderungen ist noch nichts bekannt. 

Unsere eigenen Versuche beziehen sich sowohl auf weiche als auf 
harte Réntgenstrahlen. 

Weiche Réntgenstrahlen. Bestrahlung durch Al-Filter im Abstand 
von 40cm bei 156 Kilovolt und 6 Milliamp. in der Réntgenabteilung des 
Krankenhauses Sabbatsberg, Stockholm, Chefarzt Dr. Simon, dem wir fiir 
freundliche Unterstiitzung bestens danken. Instrument und Rohr S.R. V. 

Die bestrahlte Hefenemulsion teils direkt auf Katalasewirkung und 
Zellenzahl untersucht, teils in Nihrlésung eingetragen und nach 4 tigigem 
Zuwachs gemessen. Bestrahlungszeit variierend (13,5—54 Minuten); Ober- 
flichendosis 0,75—3,0 H.E.D. Keine wesentliche Verinderung der Katalase- 
wirkung und der Zuwachsgeschwindigkeit. Auch bei entsprechenden Ver- 
suchen mit harten Réntgenstrahlen keine deutliche unmittelbare, wohl aber 
eine latente Wirkung, welche in der hohen Wirmeempfindlichkeit zum Aus- 
druck kommt (Euler u. Ohlsén). 


Ultraviolette Strahlen. 


Hefenemulsion (Oberhefe R) in 2—3 mm dicker Schicht im Abstand 
von 40 cm den Strahlen einer Quecksilber-Quarzlampe ausgesetzt. Be- 
strahlungsdauer 10, 20, 30 usw. bis 60 Minuten. Untersuchung der be- 
strahlten Emulsion bezgl. Katalasewirkung und Wachstumsgeschwindigkeit 
teils sofort, teils nach 3 tigigem Verweilen in Nihrlésung von der 8. 79 
angegebenen Zusammensetzung. 























Versuch 1. 
Bestrahlungsdauer a Zellenzahl 10° 
. per ccm 
0 Min. 18,6 25,5 
ae 24,9 
20 ,, 28,2 25,5 
30 ,, 32.4 
a 19,0 24,0 
40 ,, 34,2 
50 ,, 36,1 24,0 
P 60 ,, 36,1 
Nicht bestrahlt, 2 
3 Tage Zuwachs saci ace 
Bestrahlt 60 Min. 46.7 37.4 
3 Tage Zuwachs . : 


Bei diesem Versuch wurde die Katalasewirkung der in wi8riger 
Emulsion bestrahlten Hefe innerhalb etwa */, Stunden verdoppelt. 





) Radiology 17, 1171 (1931). 7) Biol. Zbl. 49, (1929). 
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Versuch 2. 

Bei diesem Versuch wurde die Hefe nicht in reinem Wasser, sondern 
in einer 5°/, igen Glucoselésung bestrahlt, nachdem die Girung in derselben 
etwa 1,5 Stunden stattgefunden hatte. Im iibrigen Versuchsanordnung wie 
im Versuch 1. 














Bestrahlungsdauer k+10* 
0 Min. 13,6 
20 ,, 95,2 
40 ,, 113,0 
60 ,, 82,3 





Das Maximum der Katalaseaktivierung scheint bei dieser 
Versuchsreihe nach 1/, Stunde eingetreten zu sein; die durch 
diese Bestrahlung erreichte Steigerung der Katalasewirkung betrug 
mehr als 700°/,. Nachdem friiher ahnliche Aktivierungen durch 
Zusitze von Chloroform und Toluol usw., sowie durch kurzes 
Erhitzen nachgewiesen worden sind (Kuler, Blix, Hellstrém) 
wurde in der Ultraviolettbestrahlung’) eine dritte Form der Kata- 
laseaktivierung aufgefunden. Mit diesem Effekt hingt die Tatsache 
zusammen, da8 UV-Strahlen 280—320 mu das Wachstum griiner 
Pflanzen foérdern. 

Es soll besonders darauf aufmerksam gemacht werden, daf 
die Temperatur bei unseren Bestrahlungsversuchen 25° nicht 
tiberstieg. Wie zahlreiche Versuche ergeben haben, wird dadurch 
ausgeschlossen, daB es sich um eine Temperaturaktivierung handelt. 


Zusammenfassung. 
1. Versuche mit keimender Gerste. 

Die eingeweichten Kérner einer schwedischen Gerstensorte 
(Gullkorn) wurden, bevor sie zwischen Filtrierpapier zum Keimen 
gelegt wurden, in einer Phosphatpufferlésung, p,, = 5,5, 15 oder 
30 Minuten lang bei solchen Temperaturen gehalten, bei welchen 
gerade noch eine Anzahl von Kérnern entwicklungsfihig bleibt, 
wihrend ein anderer Teil getétet wird. Diese kritische Grenze 
liegt zwischen 40 und 50°, also bei Temperaturen, bei welchen 
einige Enzyme im lebenden Korn bereits geschidigt werden, 
wihrend andere Enzyme noch unverindert bleiben. 

Es schien uns dadurch die Méglichkeit gegeben, Kérner am 
Leben zu erhalten, bei welchen das normale Verhiiltnis zwischen 





*) Die Kulturversuche mit der bestrahlten Hefe zeigten in Uber- 
einstimmung mit den Versuchen von Wyckhoff und Luyet, daB die Fort- 
pflanzungsfihigkeit der Hefe nach der UV-Bestrahlung geschwicht worden ist. 
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den Wirkungen der einzelnen Enzyme verindert war. Zur Vor- 
bereitung auf langere Kulturversuche haben wir die Bildung einiger 
Enzyme, besonders der Katalase, bei denjenigen Kérnern gepriift, 
deren Keimung verzégert war. 

Nach der Erhitzung 30 Minuten auf 43° trat nimlich neben 
normal gekeimten Kérnern und ungekeimten Kérnern noch eine 
Gruppe von verzégert gekeimten Kérnern deutlich hervor. Aus 
diesen Kérnern haben sich indessen bis jetzt noch keine hinsicht- 
lich der untersuchten Enzyme anormalen Individuen erkennen 
lassen. In allen Fallen hat die Gesamtheit der behandelten 
Individuen die Fiahigkeit gezeigt, eine gewisse Normalitit der 
Enzymwirkung und damit des Stoffumsatzes aufrecht zu halten, mit 
anderen Worten, die Einstellung neuer (metastabiler) Gleichgewichte 
zwischen den Enzymwirkungen des Organismus zu vermeiden. 

Die Einstellung neuer, lebensfihiger, beweglicher Gleich- 
cewichte zwischen Enzymreaktionen der Zellen und Gewebe findet 
offenbar in prozentisch so wenigen (unwahrscheinlichen) Fillen 
statt, daB man von sehr viel mehr normalen Individuen ausgehen 
mu, als es bei den hier besprochenen Versuchen geschehen ist. 

Die Katalasebildung in der keimenden Gerste und die Stabi- 
litit der Katalase sind von der Art der Keimung (Zusammen- 
setzung der Nahrlésung, Aciditat, Temperatur usw.) in hohem Grad 
abhiingig. 

Unsere Versuche mit Gerste werden in gréBerem MaSstabe 
unter Verfolgung mehrerer Generationen fortgesetzt. 


2. Versuche mit Hefe. 


In Hinsicht auf das gleiche Problem, das wir mit Gerste 
bearbeitet haben, wurde Hefe in verdiinnter Emulsion auf Wirme- 
grade in der Nahe der Tétungstemperatur erhitzt, wo also nur 
ein Teil der Zellen fortpflanzungsfaihig blieb. Nach mehrtigigem 
Wachstum der vorbehandelten Hefe wurde ihre Katalasewirkung 
mit derjenigen des Ausgangsmaterials verglichen. Dabei ergab 
sich, daB eine Warmeaktivierung, wie sie in der frischen Oberhefe 
bei etwa 60° statthat, in den aus vorerhitzter Hefe stammenden 
Zellen nicht oder in viel geringerem Grad eintritt. 

Durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht kann die Katalase- 
wirkung lebender Hefenzellen auf das vielfache ihres urspring- 
lichen Betrages gesteigert werden. Neben der friiher von Blix 
und von Hellstrém ausgearbeiteten Aktivierung durch Erhitzen 
und durch Narkotika liegt nun eine dritte Aktivierungsart vor. 
















(Aus der Deutschen Forschungsanstalt und dem Universitats-Institut fir Lebensmittelchemie 


risierung von pflanzlichen Phosphatiden, woriiber spater zu be- 
richten sein wird, ergab sich das Bediirfnis nach einer einfachen, 
rasch auszufiihrenden und zuverlissigen qualitativen Reaktion auf 
diese Stoffe. Das Schrifttum fiihrt eine ganze Anzahl solcher 
qualitativer Nachweise an, die z. T. auch in den neueren Hand- 
biichern Aufnahme gefunden haben. Es handelt sich hierbei meistens 
um Farbreaktionen, deren Mechanismus unbekannt ist. 


giiltig, Farbreaktionen angegeben, die darin bestehen, da® man zu 
einer weingeistigen Lésung des Phosphatids eine weingeistige 
Lésung eines Aldehyds traufelt und dann mit konzentrierter 
Schwefelsiure unterschichtet; je nach der Art des angewandten 
Aldehyds (z. B. Furfurol, Benzaldehyd, Anisaldehyd, Vanillin, Pi- 
peronal usw.) entstehen an der Beriihrungszone Ringe von ver- 
schiedenartiger Farbe. Es hieBe diese von L. Ekkert fir 
Eilecithin entwickelten Reaktionen in unzulassiger Weise ver- 
allgemeinern, wollte man sie ganz generell fiir alle Phosphatide 
anwenden, insbesondere auch auf solche Reaktionsgemische, in 
denen neben dem eigentlichen Phosphatid noch irgendwelche andere 
Stoffe anwesend sind. 





haltiger Stoff nach Zugabe von fester Saccharose beim UbergieBen 
mit konzentrierter Schwefelsiure eine intensive Rotfarbung ergeben, 
die unter allmahlicher Verfarbung in Braun bzw. Schwarz iiber- 
geht. Da8 es sich hierbei um eine unspezifische Reaktion handelt, 
leuchtet ohne weiteres ein. Eigene Versuche mit reiner Olsaure, 
mit Stearolsiure und mit Linolensiure zeigten ein ganz abnliches 
Verhalten. Bei ihnen tritt ebenfalls zunichst eine Rotfarbung ein, 
die dann in Braun bzw. Schwarz umschligt, wihrend bei An- 
wendung von Laurin-, Palmitin- und Stearinsaure sofort eine braune 


Uber den qualitativen Nachweis von Phosphatiden. 
Von 


W. Diemair, A. Schloemer und K. Tiufel. 





in Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1933.) 





Gelegentlich von Untersuchungen iiber die nihere Charakte- 


Vor einigen Jahren hat L. Ekkert’), speziell fiir Eilecithin 


Nach der Pettenkoferschen Reaktion?) soll ein lecithin- 








*) Pharmaz. Zentralhalle 69, 129 (1928). 
*) Mercks Reagentienverzeichnis, S. 61, 271. J. Springer, Berlin 1913. 
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bzw. schwarze Verfirbung sichtbar wird. Man gewinnt den Kin- 
druck, als ob bei der Pettenkoferschen Reaktion die Liicken- 
bindung an der Farbgebung irgendwie beteiligt ist. 

Neuerdings ist von A. Fernandez und R. Folch’) eine weitere 
Probe auf Lecithin angegeben worden. Man verteilt das Unter- 
suchungsmaterial in Wasser, nétigenfalls unter Zusatz von Natron- 
lauge. Hernach fiigt man etwas einer 1 °/, igen Lisung von ¢-Naphthol 
und p-Phenylendiamin sowie neuerdings einige Tropfen Natron- 
lange und Hydroperoxyd hinzu. Das Reaktionsgemisch wird mit 
Amylalkohol ausgeschiittelt. Die sofort auftretende Blauviolett- 
firbung des letzteren soll die Gegenwart von Lecithin anzeigen. 
Wir stellten einige Versuche an. Mit Ol- oder Linolensiure wurde 
eine starke Blauviolettfirbung des Amylalkohols beobachtet; bei 
Anwendung von Stearolsiure war der positive Befund vergleichs- 
weise schwicher. Bei Laurin-, Palmitin- und Stearinsiure trat 
nur eine fuBerst schwache Firbung ein, die aber im Verlauf 
mehrerer Stunden allmihlich zunahm. Auch der angesetzte Blind- 
versuch zeigte nach stundenlangem Stehen positives Ergebnis. 
Diese Versuche fiihren zu dem SchluB, daB die Reaktion nach 
O. Fernandez und R. Folch wohl kaum als spezifische Lecithin- 
Reaktion angesehen werden kann. 

Von allgemeiner Bedeutung diirfte das von C. Casanova?) 
in die Analyse der Phosphatide eingefiihrte Arbeitsverfahren sein; 
das in Methanol geléste Material ergibt nach der Zugabe der vor- 
geschriebenen Menge einer 10°/, igen Ammoniummolybdatlésung 
nach dem Unterschichten mit konzentrierter Schwefelsiure durch 
Reduktion eine Blaufairbung. 

Widersprechende Versuchsergebnisse fiihrten dazu, im Blind- 
versuch verschiedene Lésungsmittel zu untersuchen; es wurden 
herangezogen Methanol, Athanol, Ather, Chloroform, Perchlor- 
ithylen, Tetrachlorkohlenstoff und Tetrachlorithan, Die beiden 
letzteren Lisungsmittel zeigten im Blindversuch auch nach Tagen 
keinen blauen Ring. Bei Perchlorithylen machte sich die blaue 
Farbe nach 5—6 Stunden gerade bemerkbar, bei Chloroform trat 
sie sofort sehr schwach auf, um sich sehr allmiéhlich etwas zu 
vertiefen. Ather wie auch Athanol lieferten sofort eine starke 
positive Reaktion. Beim reinen Methanol blieb die Farbe zu- 
nichst aus; nach kurzer Zeit aber wurde das Reaktionsgemisch 
allmihlich blau; nach 2—3 Stunden hatte die Farbe die gleiche 


1) Anales Soc. Espan. Fisica y Quim, 30, 849 (1932); Chem. Z. 1933, I, 
1818. 2) Boll. Chim. Farm. 50, 309 (1911); Chem. Z. 1911, IJ, 231. 
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Intensitit erreicht, wie sie bei Athanol sofort auftrat. Durch 
Destillation des Methanols iiber feuchtem Silberoxyd erhielten wir 
ein Destillat, das in den 3 aufgefangenen Fraktionen gleichmibig 
stirker positiv reagierte als das Ausgangsmaterial. Diese Versuche 
lehren, daB dem anzuwendenden Lésungsmittel die gebiihrende 
Aufmerksamkeit zugewendet werden mu. Bei den weiteren Unter- 
suchungen verwandten wir im Interesse der EHindeutigkeit immer 
Tetrachlorkohlenstoff als Lésungsmittel. Zum weiteren Studium 
der Casanova-Reaktion wurden Versuche mit Bausteinen der 
Phosphatide angestellt, mit einigen gesittigten und ungesittigten 
Fettsiuren, mit Cholin sowie mit Glycerinphosphorsiure. Dabei 
ergaben die gesittigten Fettsiuren (Palmitin-, Stearin und Laurin- 
siure) sowie die beiden vorstehend zuletzt genannten Stoffe keine 
Reaktion. Stearolsiure lieferte eine mittelstarke Blaufarbung, wo- 
gegen Ol- und Linolensaure sofort stark reagierten. C. Casanova 
gibt an, daB bei seiner Probe zuniichst eine kirschrote Zone auf- 
tritt, die iber Gelb und Griin in Blau iibergeht. Wir selbst konnten 
dies nur bei Linolensiure beobachten. LaBt man beim Versuch 
das Ammoniummolybdat aus, so erhalt man unter sonst gleichen 
Bedingungen die kirschrote, allmihlich dunkler werdende Farbung 
auch mit Ol- und Linolensiiure. SchlieBlich fihrten wir die 
Casanova-Reaktion in wiBriger Lésung mit Formaldehyd, Ameisen- 
sdure und Acrolein (1°/, ige waBrige Lésung) durch. Der Befund 
wear immer eindeutig positiv. Beim Formaldehyd durchlief die 
Fiarbung die Phasen gelb, griin, blau, wihrend bei der Ameisen- 
siure und dem Acrolein schon nach einigen Sekunden starke blaue 
Farbe auftrat. 

Bei der Casanova-Reaktion handelt es sich offensichtlich 
um eine Reduktion der Molybdinsiure, die durch anwesende 
reduzierende Verbindungen ausgelést wird. Es ist also nicht ver- 
wunderlich, daB die Phosphatide, an deren Aufbau meist un- 
gesittigte Fettsiuren beteiligt sind, diese Reaktion geben. Von 
einer einigermaBen befriedigenden Spezifitit kann aber keine 
Rede sein. 

Die drei zuletzt behandelten qualitativen Proben auf Phos- 
phatide sind in mehrere Handbiicher iibergegangen. Wir halten 
es deshalb fiir unsere Pflicht, auf ihre Unzulinglichkeit und Un- 
zuverlissigkeit hinzuweisen. Hine gewisse analytische Méglichkeit 
diirfte sich erdffnen, wenn man iiber spezifische Nachweisverfahren 
geniigender Kinfachheit fiir Cholin bzw. Colamin verfiigt, um darauf 
Reaktionen auf Phosphatide zu griinden. 
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Uber biologische Abbauprodukte des Chlorophylls 
in tierischen Konkrementen. 


Von 


Alfred Treibs. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1933.) 








Phylloerythrin ist von Lébisch und Fischler?’) aus Rinder- 
galle erhalten worden, Marchlewski’) isolierte es aus Rinder- 
faeces. Spiater wurde es von H. Fischer und Hess’*) auch in 
Rindergallensteinen beobachtet. Durch H. Fischer und Mit- 
arbeiter*) wurde dann der Abbau des Chlorophylls zum Phyllo- 
erythrin auf chemischem Weg vollzogen, die Konstitution fest- 
gestellt und durch die Synthese bestitigt. 

An weiteren biologischen Abbauprodukten fanden dann 
H. Fischer und Hendschel5) im Schafkot und anderen Exkre- 
menten neben Phylloerythrin 4 Probophorbide (a—d), im Seiden- 
raupenkot das Phyllobombicin und Phyllopurpurin. 

Die Probophorbide sind als Vorstufen der Entstehung von 
Phylloerythrin aufzufassen, ihre Bildung und die des Phyllo- 
erythrins findet schon im Magen statt, wie Rothemund und 
Inman) zeigten. 

Vor mehreren Jahren hatte sich gelegentlich der Unter- 
suchung einer Haarkugel ein mit Phylloerythrin spektroskopisch 
identisches Porphyrin gezeigt. Auf Veranlassung von Herrn Geh. Rat 
H. Fischer habe ich nun eine Reihe von tierischen Konkrementen 
untersucht, fiir deren Uberlassung ich ihm auch hier meinen Dank 
ausspreche, Eine Orientierung iiber die Darmkonkremente gibt 





1) Mh. Chem. 24, 335 (1904). 
2) Diese Z. 43, 464 (1904/05); 45, 176 (1905). 

8) Diese Z. 187, 183 (1930). 

‘) Liebigs Ann. 482, 225 (1930); 497, 181 (1932). 

5) Diese Z. 198, 33 (1931); 206, 255 (1932); 216, 57 (1933). 
®) J. amer. chem. Soc. 54, 4702 (1932). 
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die Zusammenfassung von Scheunert.') Untersucht wurden 
drei verschiedene Bezoarsteine, eine Haarkugel (Pilikonkrement) 
und ein Pferdedarmstein, der im wesentlichen muineralisch war, 
aber etwas organische Einschliisse aufwies. 

Sogenannte orientalische oder echte Bezoarsteine finden 
sich bei Ziegen- und Antilopenarten (Capra Aegagrus und Anti- 
lope Dorcas), Sie bestehen in der Hauptsache aus Lithofellinsiure. 
Ihre Bildungsstatte ist nicht ganz sicher, man faBt sie als Lab- 
magen oder Darmkonkremente auf, was bewiesen wird durch die 
Auffindung eines pflanzlichen Kernes im Innern durch H. Fischer’), 
es handelte sich um einen Kern von Prosopis, einer siidameri- 
kanischen Futterpflanze, den Radlkofer identifizierte. Friiher 
waren sie fiir Gallensteine gehalten worden. Der erste hier unter- 
suchte Stein entstammte der gleichen Sammlung, die den Unter- 
suchungen von H. Fischer gedient hatte, er enthielt ebenfalls 
einen Samenkern, der einer siidamerikanischen Wachspalmenart 
angehérte, die Bestimmung verdanke ich Herrn Dr. Gistl. Zwei 
weitere Proben unbekannter Herkunft aus der Sammlung des 
Géttinger pathologischen Instituts glichen dem ersten Stein auBer- 
lich und nach der Zusammensetzung véllig. Herrn Prof. Gruber, 
der die beiden Steine an Herrn Geh. Fischer abgab, bin ich zu 
groBem Dank verpflichtet, da mir dadurch die Untersuchung der 
seltenen Lithofellinsiure (woriiber ich bald zu berichten gedenke) 
sehr erleichtert wurde. Einer dieser Steine war als okzidentaler 
Bezoarstein bezeichnet, darunter versteht man solche siidameri- 
kanischer Herkunft, der zweite als Xanthinstein (Blasenstein). In 
jedem der 3 Steine fand sich Phylloerythrin als einziges Chloro- 
phyliderivat, das in 2 Fallen auBer durch den spektroskopischen 
Vergleich durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identifiziert 
werden konnte. Die Menge war gering, 2 mg konnten aus 20 
bis 25 g Material isoliert werden, unter Beriicksichtigung der 
Isolierungsverluste ist ein Gehalt von 0,02°/, anzunehmen. Neben 
etwas Fettsiiuren und Fett bestehen die Konkremente fast aus- 
schlieBlich aus Lithofellinsiiure. Stearinsiure konnte frei und ge- 
bunden nachgewiesen werden. Der Gehalt an Lithofellinsiiure ist 


erstaunlich hoch, er betrug 74 und 77°/,, die Betrachtung eines 


Diinnschliffes, den ich auch Herrn Prof. Gruber verdanke, im 
Polarisationsmikroskop zeigt sehr schén, da8 die Lithofellinsiure 


*) Handb. der Biochemie des Menschen und der Tiere. Oppenheimer 5, 
198 (1925). 
*) B. 47, 2728 (1914); 49, 2413 (1916). 
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krystallisiert vorliegt, da das ganze Gesichtsfeld mit Kérnern, die 
Anisotropie zeigen, tibersit ist. Ihr pflanzlicher Ursprung ist 
vollig unklar, die Untersuchung des Wachspalmkernes ergab keine 
Andeutung eines Gehaltes an der Siure. Von den Blittern einer 
Wachspalmenart wird das technisch viel verwendete Carnauba- 
wachs gewonnen, das aber nur aliphatische Siuren und Alkohole 
enthalt}), (Cerylalkohol C,,H,,0, Myricylalkohol C,,H,,0, Glykol 
C,,;H,,0,, Alkohol C,,H,,O?, Cerotinsiiure C,,H,,0,, Carnauba- 
siiure C,,H,,O0,, Myricinsiure C,,H,,0,, Oxysiiure C,,H,,0,, Phyto- 
sterin); dagegen ist die Lithofellinsiure cyclisch. Ebensowohl wie 
ihr primires pflanzliches Vorkommen ist natiirlich ihre sekundire 
Bildung aus einer vegetabilischen Vorstufe im Verdauungstraktus 
denkbar. Die Bildung von Konkrementen durch Koagulation von 
Shibuol, einem Phlobatannin aus Phloruglucin und Gallussiiure’) 
der Schale unreifer Dattelpflaumen (Persimmon), unter der Wir- 
kung der Magensiure ist kirzlich von Izumi, Isida und 
Iwamoto’) klargestellt worden. Der feinschalige Aufbau der 
echten Bezoarsteine weist im Gegensatz dazu auf eine relativ 
langsame Bildungsweise hin. 

Haarkugeln finden sich nicht selten im Magen yon Wieder- 
kiuern, besonders Ziegen. Die hier untersuchte stammte aus Siid- 
amerika. Sie enthielt auBer Haaren keine sichtbare organische 
Substanz im Innern, die Untersuchung ergab wenig Phylloerythrin, 
das nicht ganz rein erhalten wurde. 

Der Pferdedarmstein bestand, wie dies meist der Fall ist, 
hauptsichlich aus Magnesium-ammonium-phosphat mit Einschliissen 
pflanzlicher Herkunft. Er enthielt eine Reihe von Abbauprodukten 
des Chlorophylls, darunter 2 Probophorbide, d°¢ nicht krystalli- 
siert erhalten werden konnten, die aber mit den von H. Fischer 
und Hendschel beschriebenen weitgehende Ahnlichkeit zeigten, 
der spektroskopische Vergleich mit Probophorbid a ergab fast 
Ubereinstimmung, aber noch Vorhandensein von Verunreinigungen, 
mit Bromwasserstoff—Eisessig entstand Phylloerythrin. 

Weiterhin wurden in sehr geringen Mengen noch ein neues, 
dem Phylloerythrin nahestehendes Porphyrin, Lithoporphyrin und 
ein griiner Farbstoff einer neuen Farbstoffgruppe aufgefunden, 
Lithochlorin. 





1) A. Griin, Analyse der Fette und Wachse. II. Bd, 8. 529, Berlin 1929. 
*) Komatsu u. Kurata, Chem. Z. 1931, I, 627. 
*) Jap. J. med. Sci., Trans. I. Biochemistry 2, 21 (1933). 
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Lithoporphyrin fand sich in der Esterfraktion des Auszuges 
mit methylalkoholischer Salzsiure und konnte durch Salzsiure- 
fraktionierung vom Lithochlorin getrennt werden. Der Ester 
krystallisiert ausgezeichnet, er stimmt spektroskopisch mit dem 
von H. Fischer und Heckmaier’) beschriebenen Chloropor- 
phyrin e,-Lacton tiberein, ist nach seinem Verhalten aber davon 
verschieden. Das neue Porphyrin geht sehr leicht in Phyllo- 
erythrin itiber und ist demnach auch als eine biologische Vorstufe 
davon aufzufassen. 

Das Lithochlorin weicht nach Farbe und Spektrum von allen 
bisher beschriebenen griinen Abkémmlingen ab, soll aber doch 
den Chlorinen zugezihlt werden, da es ein 5-bandiges Spektrum 
besitzt, das fiir diese charakteristisch ist. Die Absorptionsbanden 
sind mit Ausnahme des 5. Streifens sehr schmal und scharf, ihn- 
lich den Porphyrinbanden, das fallt besonders beim Rotstreifen 
auf, der bei den iibrigen Chlorinen in der iblichen Konzentration 
mit einer Breite von 30 mu bei etwa 665 gemessen wird, wahrend 
er hier mit einer Breite von 4 mu bei 636,2 liegt. Auch der 
Ester des Lithochlorins krystallisiert vorziiglich. 

Lithoporphyrin und Lithochlorin sind wohl keine normalen 
Abbauprodukte des Chlorophylls im Magen-Darmtrakt des Pferdes. 
Die Untersuchung von Pferdekot ergab Phylloerythrin und wahr- 
scheinlich Methylphaophorbid, ein Teil des Chlorophylls der Nah- 
rung (Heu) scheint die Verdauung wenig oder nicht verindert 
tiberdauert zu haben. Fiir die Entstehung des Lithoporphyrins 
und Lithochlorins sind vielleicht die abnormen Verhiltnisse ndtig, 
die zur Ablagerung des Magnesium—Ammoniumphosphates fiihren. 
Der leichte Ubergang des Lithoporphyrins in Phylloerythrin kann 
aber auch bedingen, daB es nur an bestimmten Stellen des Ver- 
dauungsapparates intermediir vorkommt. 


Versuche. 


Lithofellinsduresteine. 1. Stein unbekannter Herkunft, auf Grund 
friiherer Befunde an anderen der gleichen Sammlung war Siidamerika das 
Ursprungsland. Er war flachoval, von glatter dunkelbrauner Oberfliche und 
zeigte nach dem Durchsiigen den oft beschriebenen schaligen Aufbau der 
Bezoarsteine aus hell- und dunkelolivgriinen Schichten, Gewicht 28,3 g. Der 
Bruch senkrecht zur Schichtung war glatt und glinzend. In der Mitte be- 
fand sich ein bohnengroBer pflanzlicher Kern von 0,84 g (ein friiher von 
mir verarbeiteter Stein der gleichen Sammlung hatte keinen definierten Kern, 
glich aber dem beschriebenen sonst vollkommen), dessen Bestimmung ich 
Herrn Dr. Gistl verdanke. Da jede Spur einer Fruchtschale fehlte, konnte 





*) Liebigs Ann. 505, 230 (1933). 
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nur die Zugehérigkeit zu den siidamerikanischen Wachspalmen sicher er- 
kannt, die Species aber nicht festgestellt werden. 

Der schwer pulverisierbare Same wurde mit Ather, dann Methylalkohol 
erschépfend extrahiert und im sauren Anteil, sowie nach der Verseifung 
im Neutralteil des Extraktes nach Lithofellinsiure gesucht, aber ohne Er- 
folg. Dagegen enthielt der Atherauszug etwas Porphyrin, das spektro- 
skopisch und nach der Salzsiiurezahl als Phylloerythrin erkannt wurde und 
offenbar im Magen-Darmkanal des Tieres vom Samen adsorbiert worden ist. 

Vom eigentlichen Stein wurden 25,52 g verarbeitet. Er lieB sich leicht 
pulverisieren und wurde zunichst mit Ather extrahiert, der die Hauptmenge 
des Fettes herausléste, Lithofellinsiure ist darin schwer léslich. Mit Methyl- 
alkohol war dann die Lithofellinsiure in einigen Stunden extrahiert und 
krystallisierte aus der konz. Lésung schon in der Hitze zum Teil aus. Es 
blieb nur ein minimaler Extraktionsriickstand. Durch eine zweite Extrak- 
tion mit Methylalkohol wird die Lithofellinsiiure fast farblos und rein er- 
halten, Schmelzp. 205° (korr.), 15,2 g. Ganz rein kann man sie durch lang- 
dauernde Extraktion mit Ather in ‘kleinem MaBstab gewinnen, Schmelzp. 208° 
(korr.). Aus den Mutterlaugen krystallisiert nach mehreren Tagen noch 
weitere Siiure aus, 2,7 g, aus der ganz stark eingeengten letzten Mutterlauge 
krystallisierte dann das schon vorher spektroskopisch erkannte Phyllo- 
erythrin nach mehrwéchigem Stehen fast quantitativ aus. Es wurde mit 
Hilfe von Pyridin in Ather gebracht, nach dem Auswaschen des Pyridins 
mit verdiinnter Salzsiure aus Ather krystallisiert und dann mit methyl- 
alkoholischer Salzsiiure verestert. Der Ester zeigte nach 2 maligem Um- 
krystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol den Schmelzp. 266—267° (korr.) 
und gab mit einem aus Chlorophyll gewonnenen Ester keine Schmelzpunkts- 
depression, spektroskopisch bestand volle Identitit, die Ausbeute war 2 mg 
an reinem Ester. 

Die Mutterlauge vom Phylloerythrin, die Geruch nach Faeces hatte, 
wurde jetzt mit Ather aufgenommen und mittels Natriumcarbonat in neu- 
trale und saure Fraktion zerlegt. Aus der letzteren krystallisierte nach dem 
Einengen der dtherischen Lésung noch 1 g Lithofellinsiure aus, die vor- 
her durch das Fett in Lésung gehalten worden war. Die Gesamtausbeute 
betrug 18,9 g, das sind 74°/, des Steines. 

Der in Ather leicht lésliche Teil der sauren Fraktion wurde mit 
Petrolither fraktioniert gefillt und krystallisierte in der Hauptsache. Durch 
Umkrystallisieren aus Methylalkohol wurde Stearinsiiure vom Schmelzp. 69° 
erhalten und durch Mischschmelzpunkt identifiziert. Auch aus der Neutral- 
fraktion wurde nach der Verseifung Stearinsiiure erhalten, etwas Unverseif- 
bares gab keine Sterinreaktionen. 

2. Kleines Bruchstiick eines als Xanthinstein bezeichneten Konkrements 
der Sammlung des Géttinger pathologischen Instituts. AuBerlich bestand 
villige Ubereinstimmung mit dem vorigen Stein. Die Xanthinreaktion mit 
Salpetersiure war negativy, die Atherextraktion ergab Lithofellinsiure vom 
Schmelzp. 207° (korr.), die durch Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. 
Spektroskopisch konnte Phylloerythrin festgestellt werden. 

3. Die Hialfte eines okzidentalen Bezoarsteins der Gottinger Sammlung, 
23,5 g schwer. Die polierte Schnittfliche lieB die schalige Struktur besonders 
schén erkennen. In der Mitte befand sich ein Kern aus anorganischem 
Material. Der Bruch war nicht so glinzend wie bei allen anderen Proben. 
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Die Isolierung der Lithofellinsiiure geschah wie oben genau ausgefihrt, aus 
21,1 g des Steines wurden insgesamt 16,2 g vom Schmelzp. 209° (korr.) er- 
halten, das sind 77°/,. Das Phylloerythrin wurde hier aus der methy|- 
alkoholischen Mutterlauge direkt in Ather iiberfihrt, mit 10°/,iger Salzsiiure 
ausgezogen und dann in dtherischer Losung mit Sieeudthen verestert, aus 
Ather und dann aus Chloroform—Methylalkohol krystallisiert, Schmelz- und 
Mischschmelzp. 264° (korr.), Ausbeute 2 mg. 

Haarkugel. Der Haarball bildete eine fast runde Kugel von 5 em 
Durchmesser; um ein dichtes, braunes Haarfilzkniuel befand sich eine 
2 mm starke dunkelbraune Kruste. Das Knduel wurde mit Zangen aus- 
einandergerissen und 2 Tage mit methylalkolischer Salzsiure behandelt. 
Danach wurde der gebildete Porphyrinester in Ather getrieben, mit 15°/,iger 
Salzsiure ausgezogen und aus Ather, dann aus Chloroform-Methylalkohol 
krystallisiert. Der Schmelzpunkt war dann 253° (korr.), also noch betriicht- 
lich tiefer als der des reinen Phylloerythrinesters, doch lag der Misch- 
schmelzpunkt héher und spektroskopisch bestand volle Ubereinstimmung 
mit Phylloerythrin. Erfahrungsgemif8 ist unreines Phylloerythrin sehr schwer 
ganz rein zu erhalten und eine Menge von weniger als 2 mg erlaubte keine 
weitere Reinigung. 

Pferdedarmstein. Der Darmstein von 2,5 kg hatte eine unregelmaBige 
Eiform und war duBerlich von einer glinzenden hellgrauen Kruste iiber- 
zogen. Nach dem Durchsigen zeigte es sich, daB eine Hilfte fast ausschlieS- 
lich regelmaBig geschichtete hellbraune Mineralbestandteile aufwies, die 
andere jedoch im Innern ein grofes Kniiuel stark zersetzter pflanzlicher 
Reste, Haare, Sandkérner usw. enthielt. Die Schnittfliche verwitterte an 
der Luft. Die qualitative Analyse der sehr harten Mineralbestandteile ergab 
das Vorliegen von fast reinem Magnesium—Ammonium-Phosphat, Calcium 
war nur in geringer Menge vorhanden. 

Die Halfte des Steines wurde nach grobem Zerkleinern mit verdiinnter 
wiBriger Salzsiure behandelt, der Riickstand nach der Entfernung der Phos- 
phate mit Methylalkohol getrocknet, mit 1 Liter Methylalkohol iibergossen 
und Salzsiiure eingeleitet, um die Farbstoffe in Lésung zu bringen und 
gleichzeitig zu verestern. Nach 1-tigigem Stehen wurde abgesaugt, mit 
Methylalkohol und Ather nachgewaschen und nach der iiblichen Methode 
aller Farbstoff in Ather getrieben. Eine quantitative Veresterung war nicht 
erreicht, weshalb mit Soda in saure und neutrale Fraktion getrennt wurde, 
die gesondert verarbeitet wurden. 

Die saure Fraktion gab bei der Salzsiiurefraktionierung zwei gelbstichig 
griine Farbstoffe, die mit 15 und 20°/,iger Salzsiure ausgezogen wurden. 
Eine Krystallisation konnte bei den kleinen Mengen an Farbstoffen, die 
noch stark mit farblosen Begleitstoffen verunreinigt waren, nicht erzielt 
werden, spektroskopisch waren beide gleich und zeigten gute Ubereinstimmung 
in Farbe und Spektrum mit Probophorbid, enthielten aber noch spektro- 
skopische Verunreinigungen. 


I. 677,2—652;2; II. 635,6; III. 614,8—601,2; IV. 581,7; V. 572,4; 














664,7 608,0 
VI. 537,2—528,8; VII, 512,6—490,2; End-Abs. 448. 
533,0 501,8 


Reihenfolge der Intensititen: I; VII, VI; III, II, IV, V. 
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Josams Beide Probophorbide gaben bei 2 tigiger Behandlung mit verdiinntem 
_ ° @ Bromwasserstoff—Eisessig bei 50° Phylloerythrin neben Zersetzungsprodukten, 
y ° 


Lithoporphyrin. Die Neutralfraktion enthielt einen Porphyrinester, 























iu 
i der mit 10°/,iger Salzsiure ausgezogen werden konnte und nach noch- 
or maliger Salzsiurefraktionierung aus Ather krystallisierte. Aus Chloroform— 
Methylalkohol bildete er dann schéne Nadeln. Ausbeute etwa 1 mg. Spektro- 
Same skopisch erwies sich das neue Porphyrin vdllig identisch mit Chloropor- 
eine phyrin e;. 
aus- I. 634,8; II. 580,0; III. 588,8; IV. 518,9; End-Abs. 440. 
— Reihenfolge der Intensititen: III; IV, I, I. 
ige 
ohol § Der Lithoporphyrinester geht duBerst leicht in Phylloerythrin iiber, 
icht- schon beim Durchleiten von Luft durch die Pyridinlésung ist nach einer 
isch- Stunde volle spektroskopische Identitét mit Phylloerythrin erreicht. Die 
ang Oximierung wurde durch 2stiindiges Erhitzen der Pyridinlésung mit Hydroxyl- 
iwer — aminchlorhydrat erreicht, die spektroskopische Untersuchung ergab Ver- 
aad inderung und das Vorliegen eines Gemisches von Oximen, doch konnte 
mm durch Salzsiurefraktionierung Phylloerythrinoxim abgetrennt und durch 
Bige _ spektroskopische Ubereinstimmung identifiziert werden. Da8 das Porphyrin 
ber- nicht durch die Aufarbeitungsmethode entstanden war, ging daraus hervor, 
lieb- _  daB es aus einer kleinen Probe des Steines — und zwar wurde eine Partie 
die ohne erkennbare Pflanzeneinschliisse gewihlt — mit dem Eisessig—Ather- 
cher Verfahren auch gewonnen werden konnte. Es stimmte als freies Porphyrin 
, - mit dem Ester spektroskopisch vdllig iiberein. 
ga : , 
. Lithochlorin. Nach der Abtrennung des Porphyrins lieB sich aus 
dem Ather mit 15°/,iger Salzsiiure ein griiner Farbstoff ausziehen, der aus 
hor Ather, dann Chloroform-Methylalkohol in langen schwarzgriinen Nadeln 
—« krystallisierte, die Menge war nur etwa img. Die Salzsiiurezahl des Esters 
nn ist 12. Nach Farbe und Spektrum liegt hier ein neuer Typ griiner Farb- 
and stoffe vor. Die Lésungen sind lebhaft gelbgriin, in Durchsicht rot, von den 
wait gewohnlichen Chlorinen wohl zu unterscheiden, sie fluorescieren rot. 
ode In Ather: I. 638,2—634,3; II. 595,0—587,4... III. 584,6—579,9; 
= 636,2 591,3 582,3 
_ IV. 574,9—571,1; V. 552—526; End-Abs. 452. 
- ‘een oor 
chig 573,0 539 
— Reihenfolge der Intensitiiten: I, III, II, V, IV. 
ie 
zielt Alle Streifen, mit Ausnahme des letzten, der unscharf begrenzt ist, 
ung sind auffillig schmal, der I. ist gegeniiber dem Hauptstreifen der Chlorine 
tro- um ungefihr 30 mu nach dem Kurzwelligen verschoben. 
In 20°/,iger Salzsiure ist die Lésung rein und lebhaft gelbgriin ohne 
2,4: Dichroismus. 
I. 635,3—624,4; II. 607,7; ‘III. 588,3—570,2; IV. 564,5—566,1; | 
629,8 579,2 560,3 
End-Abs. 457. 
Reihenfolge der Intensititen: I, II, IV; II. 
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Die geringe Menge erlaubte vorliufig keine eingehende Untersuchung 
des interessanten Farbstoffes. Mehrtigiges Behandeln einer spektroskopischen 
Probe mit verdiinnter Lésung von HBr in Eisessig bei 65° ergab keinen 
Abbau zu Porphyrin, der Farbstoff war veriindert, aber noch griin in Ather, 
das wieder isolierte Material wurde daher 4 Stunden mit verdiinnter methyl. 
alkoholischer Kalilauge auf 180° erhitzt. Trotz Anwendung der Silberhiilse 
war Komplexsalz entstanden, das nach Zerlegung mit konz. Schwefelsiure 
nicht das erwartete Pyrroporphyrin ergab, sondern ein Porphyrin, das mit 
keinem bekannten spektroskopisch iibereinzustimmen scheint, am dhnlichsten 
ist es den Chloroporphyrinen e, und e,. 

In Ather: I. 635,5; IL ...574,1; ID. 544,9; IV. 507,9: 
End-Abs. 431. 

Reihenfolge der Intensititen: II, IV, H, I. 


Untersuchung von Pferdekot auf Chlorophyllderivate. Verwendet 
wurde etwas Kot eines mit Heu und Hafer gefiitterten Pferdes. Beim 
UbergieBen mit viel Methylalkohol ging griiner Farbstoff in Lésung, der 
den Eindruck unversehrten Chlorophylis machte, dann wurde Salzsidure ein- 
geleitet und nach 2 Tagen verarbeitet. Die Farbstoffe wurden in Ather 
gebracht und erwiesen sich als fast quantitativ verestert. Mit 10°/, iger 
Salzsiure konnte:Phylloerythrin-ester abgetrennt werden, der spektroskopisch 
und durch Mischschmelzpunkt identifiziert werden konnte. Nach 2 maliger 
Salzsiurefraktionierung, Krystallisation aus Ather, dann Pyridin—Ather wies 
er den Schmelzp. 262° (korr.) auf. Mit 20°/, Salzsiure wurde dann ein 
griiner Farbstoff aufgenommen, der aus Chloroform—Methylalkohol in kleinen 
Nidelchen, die zu dichten Biischeln angeordnet waren, krystallisierte. Spektro- 
skopisch bestand volle Ubereinstimmung mit Methylphiophorbid a, auf den 
Mischschmelzpunkt muBte verzichtet werden, da noch farblose Verun- 
reinigungen vorhanden waren. 














